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Phosphor (P) ist ein essentieller Bestandteil vieler organischer und anorganischer 
Verbindungen im Organismus. Ungefähr 85 % des Gesamtphosphats sind als 
Hydroxylapatit im Knochen lokalisiert, 15 % verteilen sich auf Weichgewebe (14 %) und 
intra- und extrazelluläre Flüssigkeiten (1 %). Neben seiner Bedeutung als wesentlicher 
Baustein bei der Mineralisierung der Knochen kommt ihm auch eine wichtige Rolle als 
Puffersubstanz im Säure-Basenhaushalt zu. Außerdem spielen organische Phosphate 
eine wichtige Rolle in der Regulation des Energiehaushaltes der Zelle und sind ein 
elementarer Bestandteil der Zellmembranen. 
 
Der P-Haushalt von Wiederkäuern unterscheidet sich deutlich von dem monogastrischer 
Tiere. Über eine hohe Pi-Sekretion mit dem Speichel wird bei niedriger renaler Pi-
Ausscheidung durch die Pi-Absorption im Darm ein effektiver endogener Pi-Kreislauf 
aufrechterhalten, der für eine ausreichende Effizienz des mikrobiellen Stoffwechsels im 
Pansen essentiell ist.  
Die physiologischen Grundlagen dieser hohen renalen Pi-Resorptionskapazität bei 
Wiederkäuern im Vergleich mit monogastrischen Tieren sind noch nicht geklärt. Es ist 
denkbar, daß sie auf artspezifische Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften des 
Pi-Transportsystems der Niere zurückzuführen sind. 
Ziel dieser Arbeit war es, die kinetischen Parameter des renalen Pi-Transportsystems 
bei Ziegen und Schafen zu untersuchen und einen möglichen Einfluß der P- und Ca-
Homöostase auf die Transporteigenschaften zu erfassen. Um methodisch vergleichbare 
Daten für eine monogastrische Spezies zu erhalten wurden Kontrollversuche an 
Schweinen durchgeführt. 
Mit Hilfe von PCR und DNA-Sequenzierung sollte untersucht werden, ob es sich bei 
dem renalen Na+-abhängigen Phosphattransportsystem von Ziege, Schaf und Schwein 








2.1 Besonderheiten des Phosphathaushaltes von Wiederkäuern 
 
Der Phosphathaushalt von Wiederkäuern zeichnet sich im Vergleich zum 
monogastrischen Tier durch mindestens zwei Besonderheiten aus, zum einen durch die 
hohe endogene Pi-Sekretion mit dem Speichel und zum anderen durch die niedrige 
renale P i-Ausscheidung. 
 
 
2.1.1 Pi-Sekretion mit dem Speichel 
 
Die tägliche endogene Pi-Sekretion mit dem Speichel läßt sich aus der täglichen 
Speichelflußrate und der Pi-Konzentration im Mischspeichel bestimmen. Nach 
Untersuchungen von KAY (1960), BREVES et al. (1987) und JAQUES et al. (1989) liegt 
die tägliche Speichelproduktion von Schafen bei 10-19 l. Die Pi-Konzentration im 
Speichel variierte dabei zwischen 8 und 32 mmol.l-1 und wurde entscheidend durch die 
Höhe der Plasma-Pi-Konzentration beeinflußt (PRESTON und PFANDER 1964, 
FARRIES und KRASNODEBSKA 1972, POPPI und TERNOUTH 1979, FIELD et al. 
1982, MANAS-ALMENDROS et al. 1982, SCOTT et al. 1984a und 1984b, BREVES et 
al. 1987). Das bedeutet, daß im Mittel 300 mmol Pi pro Tag mit dem Speichel 
sezerniert werden. Dabei besteht zwischen der Plasma-Pi-Konzentration, die bei 
Schafen mit bedarfsgerechter Phosphatversorgung 1,6-2,3 mmol.l-1 beträgt, und der P i-
Konzentration im Speichel eine positive lineare Beziehung bis zu einer P i-Konzentration 
von 3-5 mmol.l-1 im Plasma (CLARK et al. 1973, TOWNS et al. 1978, SCOTT und 
BEASTALL 1978, CHALLA und BRAITHWAITE 1988c, WIDIYONO et al. 1998). Das 
Verhältnis zwischen Speichel-Pi und Plasma-Pi liegt dabei bei 12:1 bis 16:1 (SCOTT 
und BEASTALL 1978, MANAS-ALMENDROS et al. 1982). Pi kann also in den 
Speicheldrüsen konzentriert werden. Dieser Mechanismus ist sättigbar, denn bei 
höheren Plasmakonzentrationen steigt die Speichel-Pi-Konzentration nur noch wenig an 






Die Hauptlokalisation der Pi-Sekretion der Speicheldrüsen liegt in den 
Drüsenendstücken (COMPTON et al. 1980). Über den „Bergauf“-
Transportmechanismus liegen bislang nur wenige Untersuchungen vor. Untersuchungen 
an basolateralen Membranvesikeln von Zellen der Parotisdrüsenendstücke von Schafen 
erbrachten Hinweise auf die Beteiligung eines Na+-abhängigen, elektrogenen Pi-
Transportsystems (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991, VAYRO et al. 1991). 
 
Es ist ungeklärt auf welchem Weg Pi-Ionen die Zellen durch die apikale Membran in die 
Drüsengänge verlassen. Ebenso wenig ist bekannt, ob und wie die ansonsten an der P-
Homöostase direkt oder indirekt beteiligten Hormone Calcitriol, PTH und Calcitonin die 
Pi-Sekretion beeinflussen. So bewirkte PTH sowohl einen Anstieg der P i-Konzentration 
im Speichel (TOMAS und SOMERS 1974, CLARK et al. 1975, WADSWORTH und 
COHEN 1977, WRIGHT et al. 1984) als auch den gegenteiligen Effekt (MANAS-
ALMENDROS et al. 1982). Calcitonin verursachte eine erhöhte Pi-Konzentration im 
Speichel (MATSUI et al. 1984), während Calcitriol den Pi-Gehalt erniedrigte (MANAS-
ALMENDROS et al. 1982). 
 
Die hohe endogene Pi-Sekretion mit dem Speichel führt dazu, daß die auf diesem 
Wege in die Vormägen gelangende P-Menge auch bei bedarfsdeckender alimentärer 
P-Versorgung immerhin zwischen 50% und 80% des täglich in den Pansen 
gelangenden Gesamt-P beträgt (BRAITHWAITE 1984, SCOTT et al. 1985, CHALLA et 
al. 1989, SCOTT und BUCHAN 1987). Besonders bei niedriger P-Versorgung übertrifft 
der Speichel-P die alimentäre P-Aufnahme um ein Vielfaches (TOMAS et al. 1967), da 
die Fähigkeit der Speicheldrüsen Pi im Speichelsekret anzureichern, erhalten bleibt 
(TERNOUTH et al. 1985). Diese Besonderheit der Wiederkäuer dient vermutlich der 
Sicherstellung der Versorgung der Mikroorganismen mit P und damit der Sicherung 
mikrobieller Stoffwechsel- und Syntheseleistungen im Pansen. Es konnte im Experiment 
gezeigt werden, daß niedrige ruminale Pi-Konzentrationen zu Einschränkungen der 
Verdaulichkeit von organischer Substanz sowie zur Reduktion der mikrobiellen 
Proteinsynthese führten (FARRIES und KRASNODEBSKA 1972, FIELD et al. 1975, 
SEVILLA und TERNOUTH 1980 und 1982, MILTON und TERNOUTH 1984 und 1985, 







2.1.2 Pi-Bewegungen im Magen-Darm-Trakt 
 
Bei bedarfsdeckender alimentärer P-Versorgung und physiologischen Pi-
Konzentrationen im Plasma und Speichel liegen die P i-Gehalte in der Pansenflüssigkeit 
von Schafen zwischen 13 und 20 mmol.l-1 (TOMAS et al. 1967, BONILLA 1976, 
BREVES et al. 1987). 
Mit Hilfe der Technik des entleerten, gewaschenen, isolierten und mit einer künstlichen 
Pansenflüssigkeit gefüllten Pansens wurden Untersuchungen zur ruminalen Pi-
Absorption bei Schafen durchgeführt. Dabei konnte eine positiv lineare Beziehung 
zwischen der Pi-Konzentration in der Pansenflüssigkeit und der Pi-Nettoabsorption 
bestimmt werden (BREVES et al. 1988, BEARDSWORTH et al. 1989). Dies läßt 
vermuten, daß der Nettoabsorption von Pi im Pansen passive Transportmechanismen 
zugrunde liegen. Auch die Befunde aus In-vitro-Untersuchungen am isolierten 
Pansenepithel von Schafen, die mit Hilfe der Ussingkammertechnik durchgeführt 
wurden, deuten auf eine einfache passive Diffusion hin (BREVES et al. 1988, DUA et al. 
1994). 
 
Pi-Bewegungen über die Wand des Blättermagens werden in der Literatur 
widersprüchlich diskutiert. Während ENGELHARDT und HAUFFE (1975) in In-vivo-
Untersuchungen an Schafen eine nur geringe Nettoabsorption feststellten, lag bei 
Kälbern nach Untersuchungen von BANKS und SMITH (1984a,b) und ENDERISE und 
SMITH (1979, 1986) die Nettoabsorption zwischen 10 % und 40 % des P, welches das 
Omasum passierte. 
 
Dem Labmagen wird keine große Bedeutung bei der P i-Nettoabsorption beigemessen, 
aber In-vitro-Untersuchungen von MAHLER (1991) lassen eine Pi-Nettoabsorption aus 
dem Labmagen, wenn auch in geringen Mengen, möglich er-scheinen. Dabei wird wie 






Der quantitative Anteil der Vormägen an der gesamten gastrointestinalen Pi-
Nettoabsorption kann als vergleichsweise gering angesehen werden. Damit wird die in 
das proximale Duodenum fließende P-Menge, wie vorher dargelegt, durch den Futter- 
und Speichel-P bestimmt und nur geringfügig im oberen Dünndarm durch den über 
Galle und Pankreasflüssigkeit sezernierten P erhöht. SCOTT und McLEAN (1981) 
fanden eine tägliche P-Sekretion über die Gallen- und Pankreasflüssigkeit von nur 0,5-
0,7 g, wovon 0,1 g als Pi und 0,4-0,6 g als Phospholipide sezerniert wurden. Bei 
Überlegungen bezüglich quantitativer Aspekte der intestinalen P-Bewegungen kann 
dieser Anteil deshalb vernachlässigt werden. 
 
Viele Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, daß der Dünndarm die 
Hauptlokalisation für die Pi-Absorption darstellt (BRUCE et al. 1966, GRACE et al. 
1974, DILLON und SCOTT 1979, BEN-GHEDALIA et al. 1982, WILSON und FIELD 
1983, BREVES et al. 1985, SKLAN und HURWITZ 1985, WYLIE et al. 1985). 
Quantitativ wird beim adulten Tier bis zum Ende des Dünndarms in etwa die Menge an 
Pi absorbiert, die vormals über die endogene Speichelsekretion in den Magen-Darm-
Trakt gelangt ist (PFEFFER et al. 1970, GRACE et al. 1974, BEN-GHEDALIA et al. 
1975). In das terminale Ileum gelangen ca. 2 g P/d, wobei die Verteilung der 
verschiedenen P-Fraktionen nicht mehr der im proximalen Duodenum entspricht 
(BREVES et al. 1985). Dort sind zwischen 60 % und 80 % des Gesamt-P in der 
Darmflüssigkeit gelöst, wovon 90 % auf Pi entfallen. Im terminalen Ileum beträgt 
dagegen der Anteil des löslichen P nur noch zwischen 19 % und 52 %, die nur zu etwa 
30 % als Pi vorliegen (VAN`T KLOOSTER 1967, BEN-GHEDALIA et al. 1975, GRACE 
et al. 1977, BREVES et al. 1985). Diese In-vivo-Befunde unterstreichen die 
Absorptionskapazität des Dünndarms für P i-Ionen. Ussingkammerversuche mit Jejunum 
von Ziegen und Schafen (SCHRÖDER et al. 1995) und Transportuntersuchungen mit 
jejunalen Bürstensaummembranvesikeln (BSMV) der Ziege (SCHRÖDER und 





Über die Bedeutung des Dickdarms für die Pi-Absorption liegen widersprüchliche 
Ergebnisse vor. Während in einigen Untersuchungen keine Pi-Nettobewegungen über 
die Dickdarmwand nachgewiesen werden konnten, haben andere Versuche entweder 
eine Nettosekretion oder -absorption von Pi gezeigt. Die richtungsbestimmenden 
Faktoren des Transports sind dabei noch nicht bekannt. Aber es besteht keine 
eindeutige Abhängigkeit von der Höhe der täglichen P-Zufuhr (BRUCE et al. 1966, 
PFEFFER et al. 1970, GRACE 1972, GRACE et al. 1974, BEN-GHEDALIA et al. 1975 
und 1982, POPPI und TERNOUTH 1979, GREENE et al. 1983, BREVES et al. 1985, 
SKLAN und HURWITZ 1985, THEWIS und FRANCOIS 1985, WYLIE et al. 1985, 
HÖLLER et al. 1988). In-vitro-Untersuchungen am proximalen Colon von Schafen 
lieferten ähnlich wie am Dünndarm Hinweise auf die Beteiligung aktiver Mechanismen 
an der P i-Absorption (SCHRÖDER et al. 1995). 
 
 
2.1.3 Renale P i-Ausscheidung 
 
Im Vergleich zu monogastrischen Tieren scheiden Wiederkäuer nur sehr geringe 
Mengen an Pi mit dem Harn aus. Zur Verdeutlichung sind die täglich P i-Ausscheidungen 
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Eine vergleichsweise hohe renale P i-Exkretion wie bei monogastrischen Spezies wurde 
bei Wiederkäuern nur bei saugenden bzw. milchernährten Lämmern und Kälbern 
beobachtet (WALKER 1972, HODGE 1973, BOENCKE et al. 1976, 1981). Dies ist 
möglicherweise darauf zurückzuführen, daß die Tiere in diesem Alter funktionell noch 
als monogastrische Tiere angesehen werden können. 
In anderen Untersuchungen fielen jedoch auch immer wieder einzelne adulte 
Wiederkäuer auf, deren renale Pi-Ausscheidung eher derjenigen der monogastrischen 
Tiere entsprach. In Bilanzuntersuchungen fand MEYER (1972) z.B. bei 3 von 8 Schafen 
eine erhöhte Pi-Ausscheidung mit dem Harn (1,9-2,3 g/d), die restlichen Tiere schieden 
dagegen nur etwa 0,02 g/d aus. Auch FIELD (1981) beschrieb, bei einer alimentären P-
Aufnahme von 4,6 g/d, Schafe mit hoher (1,8-2,7 g/d) und andere mit extrem geringer 
Pi-Exkretion (0,03-0,05 g/d). SCOTT et al. (1984a) fanden bei 2 von 6 Schafen eine 
erhöhte Pi-Ausscheidung, nachdem die P-Aufnahme von basal 2,05 g/d (Grasfütterung) 
bzw. 1,51 g/d (Heufütterung) durch eine intraruminale Pi-Infusion auf 5,05 g/d bzw. 4,51 
g/d erhöht wurde. Auch FIELD et al. (1983) konnten dieses Phänomen bestätigen. 





renalen Pi-Exkretion nachgewiesen. Über die Ursachen dieser renalen „P i-Ausscheider“ 
unter den Wiederkäuern ist bislang nichts Näheres bekannt. 
Ähnlich wie bei monogastrischen Tieren wird die renale Pi-Ausscheidung beim 
Wiederkäuer durch die Pi-Konzentration des Plasmas beeinflußt. In Untersuchungen an 
Ziegen, Schafen und Kühen, in denen eine Steigerung der Pi-Konzentration im Plasma 
durch intravenöse bzw. intraabomasale Pi-Infusionen erzielt wurde, konnte eine 
Erhöhung der renalen Pi-Ausscheidung nachgewiesen werden. Dieser Effekt trat aber 
erst bei unphysiologisch hohen Pi-Plasmakonzentrationen >2-4 mmol
.l-1 auf, was den 
Schwellenwert der Pi-Ausscheidung darstellt (FIELD et al. 1983, SCOTT et al. 1984b, 
SCOTT und BUCHAN 1985, CHALLA und BRAITHWAITE 1988a,b, WIDIYONO 1995). 
 
 
2.2 Pi-Absorption entlang des Nephrons 
 
Die Hauptlokalisation der Pi-Nettoresorption liegt im proximalen Tubulus, beginnend mit 
der Pars convoluta. Unter bestimmten Bedingungen kann jedoch auch im distalen 
Tubulus und im Sammelrohr Pi resorbiert werden (AMIEL et al. 1970, BAUMANN et al. 
1975, BONJOUR und CAVERZASIO 1984, BORLE 1974, DENNIS und BRAZY 1982, 
DENNIS et al. 1979, KNOX et al.1977, KNOX et al. 1982, LANG et al. 1981, 
McKEOWN et al. 1979, MIZGALA und QUAMME 1985) (siehe Abb. 1). Allerdings sind 
die Nettofluxraten in den einzelnen Tubulusabschnitten und ihr relatives Verhältnis 
zueinander nicht konstant, da die einzelnen Segmente in unterschiedlicher Weise auf 
modulierende Faktoren, wie z.B. PTH (siehe 2.5) oder P i-Depletion, reagieren (DENNIS 
et al 1977, DENNIS und BRAZY 1982, MÜHLBAUER et al. 1977). Erhebliche 
Unterschiede in der Pi-Resorption konnten auch zwischen den superfiziellen und 
juxtamedullären Nephronen beobachtet werden, so wird in juxtamedullären Nephronen 
bis zu 80 % mehr Pi resorbiert als in superfiziellen Nephronen (GOLDFARB 1980, 







Abb.1 Pi-Resorption entlang des Nephrons (P i-Konzentration im Tubulus als % der 
 filtrierten Menge) 
 
 
2.2.1  Zelluläre Mechanismen der proximalen tubulären P i-Absorption 
 
2.2.1.1 Apikale Transportmechanismen 
 
Die Pi-Aufnahme durch die apikale Bürstensaummembran der Epithelzellen im 
proximalen Tubulus ist abhängig von der Höhe der Na+-Konzentration in der tubulären 
Flüssigkeit und kann durch Ouabain und andere Inhibitoren der basolateral lokalisierten 
Na+-K+-ATPase gehemmt werden (BAUMANN et al. 1975, BRAZY et al. 1980a, 
DENNIS und BRAZY 1978, DENNIS und BRAZY 1982, DENNIS et al. 1976, ULLRICH 





sekundär aktiver Na+/Pi-Cotransport, der durch die Na
+-K+-ATPase energetisiert wird 
(Abb. 2). 
Bereits 1976 beschrieben HOFFMANN et al. eine Na+-abhängige Pi-Aufnahme in 
apikale Bürstensaummembranvesikel (BSMV) des proximalen Tubulus von Ratten. Sie 
beobachteten in Anwesenheit eines vesikeleinwärts gerichteten Na+-Gradienten eine 
rasche Pi-Aufnahme, und zwar über den Konzentrationsausgleich zwischen intra- und 
extravesikulärem Medium hinaus (sog. Overshoot, d.h. [P i] intravesikulär zeitweise > [P i] 
extravesikulär). In Anwesenheit eines K
+-Gradienten konnte dagegen nur eine langsame, 
linear verlaufende Pi-Aufnahme in die Vesikel beobachtet werden. Umgekehrt war auch 
die Na+-Aufnahme in die BSMV in Anwesenheit von Pi-Ionen höher als in Abwesenheit 
(HOFFMANN et al. 1976). 
Diese Beobachtungen konnten in der Folge auch von anderen Arbeitsgruppen durch 
zahlreiche Vesikelstudien an unterschiedlichen Spezies und unter verschiedenen 
Bedingungen bestätigt werden (BARRET et al. 1980, BRANDIS et al. 1987, BINDELS 
1986, BRUNETTE 1984, CAVERZASIO et al. 1982 und 1987, CHENG und SACKTOR 
1981, HAMMERMANN 1986, HELPS und MC GIVAN 1991, HRUSKA und 
HAMMERMANN 1981, MOLITORIS et al. 1985, STOLL et al. 1979, SHIRAZI-
BEECHEY et al. 1996, TURNER und DOUSA 1985, YUSUFI et al. 1989). 
Untersuchungen an BSMV zur Frage, ob Pi in Form von HPO4
2- und/oder H2PO4
- (bei 
physiologischen pH-Werten von pH 7,4 liegen 80 % des Pi in divalenter Form vor) 
bevorzugt transportiert wird, kamen zu dem Ergebnis, daß nur ein Transportsystem für 
beide Anionenformen existiert, und daß die divalente möglicherweise gegenüber der 
monovalenten Form bevorzugt wird (BURCKHARDT et al. 1981, CHENG und 
SACKTOR 1983, HOFFMANN et al. 1976, QUAMME und WONG 1984, ULLRICH et al. 
1978). 
Weitere Studien zum Einfluß des pH-Wertes mit dem Ziel einer detaillierten 
funktionellen Charakterisierung des Pi-Transporters ergaben Hinweise, daß ein direkter 
Einfluß von H+-Ionen auf die Na+-Bindung des Transporters besteht, so daß seine 
Fähigkeit, Pi zu transportieren, in Anwesenheit saurer pH-Werte reduziert wird 
(BURCKHARDT et al. 1981, HOFFMANN et al. 1976, MURER et al. 1980). Eine 
Erhöhung der luminalen Na+-Konzentration verminderte den inhibitorischen Effekt einer 
erhöhten H+-Ionen-Konzentration auf den Pi-Transport. Dies wurde als mögliche 





interpretiert (BURCKHARDT et al. 1981). Diese Beobachtung konnte aber von anderen 
Arbeitsgruppen nicht bestätigt werden (CHENG und SACKTOR 1981). 
Eine strukturelle Identifikation der am renalen Pi-Transport beteiligten Systeme gelang 
durch die Klonierung zweier Na+-gekoppelter Pi-Transporter Typ I und Typ II aus der 
Kaninchen- bzw. Rattenniere (WERNER et al. 1991, MAGAGNIN et al. 1993). Beide 
Transporter sind durch mehrere Transmembrandurchgänge (7 bei Typ I, 8 bei Typ II) 
gekennzeichnet und befinden sich in der apikalen Membran der proximalen Tubuluszelle 
(MURER und BIBER 1997). Eine funktionelle Charakterisierung der klonierten 
Transporter erfolgte nach Expression in Xenopus laevis Oozyten, in OK (oppossum 
kidney)- und in MDCK ( madine dorby canine kidney)-Zellen über Tracer-
Fluxmessungen und elektrophysiologische Untersuchungen. 
Der Na+/Pi-Cotransporter Typ I ist ein bifunktionales Protein mit einer aufgrund der 
schwachen Na+-Abhängigkeit nur geringen Pi-Transportkapazität, die nicht über die 
alimentäre P-Versorgung beeinflußt ist. Außerdem weist das Protein eine ausgeprägte 
Anionen-Kanalfunktion auf (BUSCH et al. 1996 a,b). 
Der Na+/Pi-Cotransporter Typ II dagegen ist für den Hauptteil der Pi-Resorption 
verantwortlich: Bei einer Stöchiometrie von Na+:Pi von 3:1 bindet zunächst das Na
+, 
dann die Pi-Ionen, sowohl mono- als auch divalent, an den Transporter und führen über 
Konformationsänderung des Transportproteins zur Aufnahme des Pi in die Zelle 
(MURER und BIBER 1997). 
Die bestehende pH-Abhängigkeit beruht auf einer Konkurrenz der H+-Ionen um die Na+-
Bindungsstellen, so daß eine Ansäuerung zur Hemmung des Pi-Transportes führt 
(MURER und BIBER 1997). Die Aktivität des Na+/Pi-Cotransporters Typ II wird sowohl 
durch lipophile (Thyroxin, Vit. D3, Glukokortikoide, Östradiol) Hormone als auch durch 
Peptidhormone (Insulin, JGF-1, GH, Calcitonin, ANP, EGF, TGF, PTH, PTHrP) 
beeinflußt (BERNDT und KNOX 1992, DOUSA 1996, KEMPSON 1996). 
Wachstum und Entwicklung wie auch alimentäre Schwankungen in der P-Versorgung 
führen zu adaptiven Veränderungen in der renalen tubulären Pi-Resorption. Hierüber 





2.2.1.2 Transzelluläre Mechanismen 
 
Es wird angenommen, daß Pi-Anionen, die über die apikale Membran in die Zelle 
gelangen, sich mit dem cytosolischen Pi-Pool mischen und dabei auch mit den 
Stoffwechselprozessen wie z.B. der oxidativen Metabolisierung und Glykolyse 
interagieren können (MURER und BIBER 1992). Aufgrund der Pi-Konzentration von ca. 
1 mmol.l-1 (FREEMANN et al. 1983) ist die Annahme einer Pi-Diffusion durch die Zelle 
für den auftretenden Pi-Transport für sich allein ausreichend. So liegen auch keine 
Hinweise auf einen gesonderten Transportweg für Pi im Cytosol vor. Für intestinale 
Epithelzellen postulieren PETERLIK und WASSERMAN (1978) jedoch einen Pi-
Transport durch die Zelle in sogenannten „Extrakompartimenten“. Auch NEMERE 
(1996a,b) beschreibt eine Beteiligung von Lysosomen am gerichteten Pi-Transport im 
Hühnerdarm, der durch Calcitriol stimuliert werden konnte. 
 
 
2.2.1.3 Basolaterale Transportmechanismen 
 
Die basolaterale Ausschleusung von Pi kann theoretisch entlang seines 
elektrochemischen Gradienten stattfinden. Über die möglichen Transportmechanismen 
ist bislang nur wenig bekannt. Basierend auf Untersuchungen an basolateralen 
Membranvesikeln aus Tubulusepithelien wurde ein Na+-unabhängiger, DIDS-sensitiver 
Anionenaustauscher mit großer Kapazität postuliert (GRINSTEIN et al. 1980, 
HAGENBUCH und MURER 1986, SCHWAB und HAMMERMANN 1986, SCHWAB et 
al. 1984). Aber auch Hinweise auf ein Na+-abhängiges P i-Transportsystem mit niedriger 
Kapazität wurden erhalten (SCHWAB und HAMMERMANN 1986, SCHWAB et al. 
1984) (siehe Abb. 2). Beides steht in Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus 
Experimenten an OK-Zellinien, die ebenfalls auf einen Na+-unabhängigen DIDS-
sensitiven und auf einen Na+-abhängigen Transportweg schließen lassen (RHESKIN et 
al. 1990a,b), der in diesem Fall aber eine große Transportkapazität bei niedriger 
Affinität aufwies. Nach den bisherigen Befunden ist anzunehmen, daß sich die 





























Abb.2 Schematische Darstellung nachgewiesener und postulierter Mechanismen des 
Pi-Transportes im proximalen Tubulus. (PKC = Phospholipase-C/Pro-teinkinase-
C-System, PAK = Phospholipase-Adenylatcyclase/Protein-kinase-A-System) 
 
 
2.2.2 Besondere strukturelle Aspekte des Na+/Pi-Cotransporters Typ II 
 
Der Na+/Pi-Cotransporter Typ II ist ein aus 637 Aminosäuren bestehendes Protein (» 
69 kDa) (MAGAGNIN et al. 1993). Ein Modell für die Sekundärstruktur (Abb. 3) wurde 
von den Ergebnissen eines Hydrophobizitätsplottes abgeleitet, der Hinweise auf 8 
Membrandurchgänge lieferte. Außerdem weist der Na+/Pi-Cotransporter einen 
hydrophilen N- sowie C-Terminus auf, die beide aus ungefähr 100 Aminosäuren 
bestehen (MURER und BIBER 1997). Untersuchungen mit Antikörpern, die gegen den 
N-Terminus gerichtet sind, deuten auf eine Lokalisation im Cytoplasma hin (LEVI et al. 





Eine große hydrophile N-glykosylierte Schleife mit ca. 150 Aminosäuren liegt zwischen 
den Transmembrandurchgängen 3 und 4 und ist wahrscheinlich nach außen gerichtet. 
Der Na+/Pi-Cotransporter Typ II besitzt 4 Stellen für eine mögliche N-Glykosylierung, 
allerdings konnte bisher nur für die Asparaginreste 298 und 328 diese Glykosylierung 
gezeigt werden (HAYES et al. 1994). Möglicherweise spielt diese Glykosylierung eine 
wichtige Rolle beim Einbau des Na+/Pi-Cotransporter in die Plasmamembran. Die 
Aminosäuresequenz des Transporters weist auch mehrere mögliche 
Phosphorylierungsstellen durch Proteinkinase C auf, allerdings führten Mutationen 
dieser Stellen zu keiner Aufhebung der von Proteinkinase C hervorgerufenen 
Inaktivierung des Transporters (HAYES et al. 1995). 
Untersuchungen von DELISLE et al. (1992) zeigten, daß der funktionsfähige Transporter 




Abb.3 Modellvorstellung der Sekundärstruktur des Na+/Pi- Cotransporters Typ II der 







2.3 Hormonelle Regulation 
 
Verschiedene Untersuchungen an fetalen und neugeborenen Schafen zeigten, daß eine 
Infusion von PTH die renale Pi-Ausscheidung steigern konnte (ALEXANDER und 
NIXON 1969, SMITH et al. 1969, KOOH 1980, DAVICCO et al. 1992). Auch bei 2 
Monate alten, mit Heu und Kraftfutter gefütterten Lämmern, führte eine 96-stündige 
PTH-Infusion (200 ng/h/Tier) zu einer signifikanten Erhöhung der Pi-Ausscheidung 
(BARLET und CARE 1972). 
Im Gegensatz dazu konnten ALEXANDER und NIXON (1969) bei erwachsenen 
Schafen nach einer PTH-Infusion keine Veränderung der renalen Pi-Ausscheidung 
beobachten. Auch CLARK et al. (1975) konnten den bei monogastrischen Spezies gut 
bekannten PTH-Effekt (siehe Abb. 2 und 4) bei wachen, nichttragenden oder -
laktierenden Schafen nicht beobachten. Aus diesen Untersuchungen geht jedoch nichts 
über eine mögliche PTH-Wirkung in den einzelnen Tubulusabschnitten hervor. 
Untersuchungen an monogastrischen Tieren zeigten eine große Heterogenität der 
Tubulusabschnitte in Bezug auf eine PTH-Wirkung. Mikropunktions- und 
Mikroperfusionsstudien zeigten, daß sowohl der hintere Teil des proximalen Konvoluts 
sowie die Pars recta die wichtigsten Orte der PTH-Modulation der Pi-Resorption sind 
(DENNIS et al. 1977, AMIEL et al. 1970, BECK und GOLDBERG 1974, KNOX und 
LECHENE 1975). PTH bindet an einen basolateral gelegenen Rezeptor (MURER und 
BIBER, 1992). Diese Bindung aktiviert sowohl das Adenylatcyclase/Proteinkinase-A-
System als auch das Phospholipase-C/Proteinkinase-C-System (siehe auch Abb. 2). 
Eine direkte Aktivierung einer der beiden Kinasen verursacht dann die Inhibierung des 
Na+/Pi-Cotransports, der die Pi-Aufnahme aus dem Tubuluslumen bewirkt (DUNLAY 
und HRUSKA, 1990). Dieser Mechanismus wird weiter unten näher erläutert. Bis jetzt ist 
noch unklar, ob unterschiedliche Subpopulationen von PTH-Rezeptoren mit den beiden 
intrazellulären Signalübertragungswegen gekoppelt sind. Untersuchungen von 
HAMMERMAN und HRUSKA (1982) und RHESHKIN et al. (1990a,b,c) zeigten, daß 
Phosphorylierungsvorgänge bei der Wirkung von PTH eine Rolle spielten. Bislang ist 
jedoch nicht geklärt, ob es zu einer direkten Phosphorylierung des Na+/Pi-





die als Folge der PTH-Wirkung stattfindende endozytotische Internalisierung. Das führt 
zu einer verminderten Präsenz des Transporters in der apikalen Membran der 
Tubulusepithelzellen (LEVI et al. 1996). 
 
Untersuchungen an alimentär P-depletierten Schafen zeigten, daß eine 
Hypophosphatämie nicht zu einem Anstieg des Plasma-Calcitriol-Spiegels führte 
(ABDEL-HAFEEZ et al. 1982, BREVES et al. 1985, MAUNDER et al. 1986). Dies läßt 
darauf schließen, daß Calcitriol beim Wiederkäuer zumindest unter diesen 
Fütterungsbedingungen nicht die Rolle in der Regulation des Phosphathaushaltes spielt, 
wie unter vergleichbaren Voraussetzungen bei monogastrischen Tieren (siehe Abb. 4). 
Fällt beim monogastrischen Tier die Pi-Plasmakonzentration auf zu niedrige Werte ab, 
so wird die renale Biosynthese von Calcitriol stimuliert, was zu einer Erhöhung der 
Plasma-Calcitriol-Spiegel führt (HUGES et al. 1975, FOX und ROSS 1985, BREVES 
und SCHRÖDER 1991, SCHRÖDER und BREVES 1993). Calcitriol vermindert die P i-
Exkretion über die Niere (PUSCHETT et al. 1972, COSTANZO et al. 1974) und 
schwächt den phosphatdiuretischen Effekt von PTH und Calcitonin ab (BERNDT und 
KNOX 1992). In Untersuchungen an OK-Zellen konnte gezeigt werden, daß dieser 
antagonistische Effekt von Calcitriol gegenüber PTH auf einer Inhibierung des durch 
PTH aktivierten Adenylatcyclase/cAMP-Systems beruht (WALD et al. 1998). 
 
Calcitonin-Mangel vermindert die renale Pi-Exkretion (MATSUI et al. 1983). Auch 
BARLET (1972) konnte einen Effekt von Calcitonin auf die renale P i-Ausscheidung von 
Schafen beobachten. Er infundierte Schafe über 96 h mit Calcitonin und beobachtete 
eine signifikante Zunahme der renalen P i-Exkretion. 
Verschiedene Untersuchungen eines gleichzeitigen Mangels an Calcitonin und PTH auf 
die renale Pi-Exkretion führten zu unterschiedlichen Ergebnissen. SYMONDS (1970) 
beobachtete eine reduzierte renale Pi-Ausscheidung, MATSUI et al. (1983) konnten 
diese Beobachtungen jedoch nicht bestätigen. 
Auch bei monogastrischen Tieren führte die Gabe von pharmakologischen Dosen 
Calcitonins zu einer gesteigerten Pi-Exkretion über die Niere. Dieser Effekt war zum 





In Untersuchungen an monogastrischen Tieren konnten für zahlreiche weitere Hormone 
Einflüsse auf die renale Pi-Exkretion gezeigt werden. Glucocorticoide, PTHrP, TGF, 
EGF und atriales natriuretisches Hormon steigerten die Pi-Exkretion, während 
Wachstumshormone, IGF1, die Schilddrüsenhormone T3/T4 und Insulin die Pi-Exkretion 
verminderten (BERNDT und KNOX 1992, KEMPSON 1996). 
Die physiologische Bedeutung dieser Effekte ist bislang allerdings nicht klar. 
 
 
2.4 Einfluß der alimentären P-Versorgung auf die Expression des Na+/Pi-
 Cotransporters Typ II 
 
Es kann heute als gesichert angesehen werden, daß das Ausmaß der Na+/Pi-
Cotransporter Typ II Expression in den Nierentubuli bei monogastrischen Spezies in 
direktem Zusammenhang mit der Höhe der alimentären P-Versorgung steht (BIBER et 
al. 1993, VERRI et al. 1995). Unklar ist bislang, wie dieser Anpassungsvorgang auf 
epithelialer Ebene reguliert wird. 
Untersuchungen an P-depletierten, monogastrischen Tieren ergaben eine gesteigerte 
Pi-Resorption im proximalen Tubulus (BRAZY et al. 1980b, MULRONEY und 
HARAMATI 1990). Der gesteigerte Na+/Pi-Cotransport resultierte aus einer erhöhten 
maximalen Transportkapazität und beruht nicht auf einer veränderten Affinität des 
Transportsystems für Na+- oder Pi-Ionen. Bei hohen Pi-Gehalten im Futter kam es 
dagegen zum umgekehrten Effekt (KEMPSON und DOUSA 1979, BARRETT et al. 
1980, HRUSKA und HAMMERMAN 1981, LEVINE et al. 1983, BRUNETTE et al. 1984, 
CHENG et al. 1983, CAVERZASIO et al. 1987, LEVI et al. 1990, SHIRAZI-BEECHEY et 
al. 1996). 
Ein Teil dieses Phänomens ist unabhängig von extrarenalen Faktoren wie z.B. PTH, 
Vitamin D3, Plasmacalcium oder Wachstumshormon (MURER und BIBER 1992) (siehe 
Abb. 4). 
Auch in Zellkulturen, die auf einem Nährmedium mit niedrigem P-Gehalt wuchsen, war 
diese Adaptation zu beobachten (BIBER et al. 1988, CAVERZASIO et al. 1985, HELPS 





LÖTSCHER et al. (1996) konnten mit Hilfe von Transportuntersuchungen, Western- und 
Northern-Blot-Analysen zeigen, daß eine Adaptation an einen chronischen P-Mangel 
durch Anstieg der Na+/Pi-Cotransportaktivität und Zunahme der spezifischen mRNA und 
des korrespondierenden Proteins charakterisiert wird. Diese Ergebnisse weisen darauf 
hin, daß sowohl auf der Ebene der Transkription als auch der Translation lokalisierte 
Mechanismen für diese Adaptation eine Rolle spielen. So führt die Inhibierung von 
Transkriptionsvorgängen durch Actinomycin D oder die Inhibierung der Neusynthese 
von Proteinen durch Cycloheximid dazu, daß ein Anstieg der Na+/Pi-
Cotransporteraktivität als Folge eines P-Mangels verhindert wurde (CAVERZASIO et al. 
1985, BIBER und MURER 1985, SHAH et al. 1979). 
Bei Ratten mit einem akuten (2stündigen) P-Mangel konnten LÖTSCHER et al. (1996) 
mit Hilfe von Western- und Northern-Blot-Analysen und immunohistochemischen 
Untersuchungen zeigen, daß dieser akute P-Mangel zu gesteigerter Na+/Pi-
Cotransportaktivität führte, die mit einer erhöhten Na+/Pi-Cotransporter Typ II-
Proteinmenge korreliert war. Jedoch konnte keine Veränderung der erhöhten Na+/Pi-
Cotransporter Typ II-mRNA-Menge beobachtet werden. Das bedeutet, daß die schnelle 
Stimulation des Na+/Pi-Cotransportes durch posttranslationale Mechanismen vermittelt 
wird. Nach Zerstörung der Mikrotubuli des Zytoskeletts mit Colchicin konnte keine akute 
Adaptation mehr stattfinden (LÖTSCHER et al. 1996, MARKOVICH et al. 1995). 
Daraus läßt sich schließen, daß der Prozeß der Adaptation an akuten P-Mangel auf 
einer schnellen, mikrotubuliabhängigen Translokalisation des Na+/Pi-Cotransporter Typ 
II-Proteins von intrazellulären Kompartimenten in die apikale Membran basiert. 
Eine akute Überversorgung von Ratten mit Pi führte zu einer Abnahme der Na
+/Pi-
Cotransportaktivität und Na+/Pi-Cotransporter Typ II-Proteinmenge ohne Veränderung 
der Na+/Pi-Cotransporter Typ II-mRNA-Menge (LÖTSCHER et al. 1996). Dies legt die 
Vermutung nahe, daß die schnelle Abnahme der Transportaktivität durch 
posttranslationale Mechanismen, wie z.B. endozytotische Internalisation der Transporter 
aus der apikalen Membran in intrazelluläre Kompartimente, vermittelt wird. PTH scheint 
in dieser Reaktion auf eine akute P-Überversorgung keine Rolle zu spielen 
(LÖTSCHER et al. 1996). Experimente zur Rolle der Mikrotubuli zeigten, daß ihnen in 
diesem endozytotischen Prozeß im Gegensatz zum apikalen Einbau der Transporter 









































Abb.4 Zusammenfassung der Anpassungsmechanismen monogastrischer Tiere zur 





Während die Pi-Transportsysteme und ihre Regulation beim monogastrischen Tier 
bereits gut charakterisiert sind, liegen für Wiederkäuerspezies bislang nur wenige 
Untersuchungen vor. Daher gilt das Interesse der vorliegenden Arbeit den kinetischen 
Eigenschaften des renalen Pi-Transportsystems von Wiederkäuern, dem Einfluß einer 
P- oder Ca-Depletion auf dieses P i-Transportsystem und den möglichen Unterschieden 
in der molekularen Struktur.




3. Material und Methoden 
 
3.1 Versuchstiere, Fütterung und Gewebeentnahme 
 
Zur Charakterisierung der Pi-Aufnahme in die renale Bürstensaummembran und zur 
Untersuchung der Auswirkungen einer experimentellen Ca- oder P-Depletion auf den 
Transportmechanismus, standen Nierencortces von 24 Ziegenböcken der Rasse 
„Weiße Deutsche Edelziege“ zur Verfügung, die aus der Zucht des Instituts für 
Tierernährung der Universität Bonn stammten. 
Die Tiere wurden nach dem Absetzen in 3 Fütterungsgruppen eingeteilt: eine 
Kontrollgruppe mit bedarfsgerechter Ca- und P-Versorgung (+Ca/+P) und je eine 
Gruppe mit reduzierter Ca- oder P-Versorgung (+Ca/-P und -Ca/+P). Die Fütterung mit 
Kraftfutter und Strohhäcksel erfolgte kontrolliert über 9-12 Wochen. 
Bei der Schlachtung wogen die Ziegenböcke durchschnittlich 23 kg  und waren 4-5 
Monate alt. 
Sie wurden durch Bolzenschuß betäubt und anschließend durch Öffnen der Arteriae 
carotides communes entblutet. Danach wurde die Bauchhöhle eröffnet, die Nieren 
entnommen, die Cortices sofort abgesetzt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Die Nierenpräparate wurden bis zur Aufarbeitung bei -70°C aufbewahrt. Im Mittel betrug 
die Dauer zwischen Entbluten und Einfrieren des Gewebes 4 min. 
Außerdem standen 6 Schaflämmer zur Verfügung, die in 2 Fütterungsgruppen eingeteilt 
wurden, eine Kontrollgruppe mit bedarfsgerechter P-Versorgung (+P) und eine Gruppe 
mit reduzierter P-Versorgung (-P). Die Tiere wurden über 6 Wochen kontrolliert mit 
Kraftfutter und Strohhäcksel gefüttert. Die Schlachtung und Probenentnahme erfolgte 
wie bei den Ziegen. 
Des weiteren wurden die Nieren von 3 mit handelsüblichem Ferkelfutter gefütterten, 6-8 
Wochen alten Ferkeln auf die gleiche Weise entnommen und aufgearbeitet.  
 




Tab.2 Zusammensetzung der Versuchsrationen (g/kgT) 
 


























































































3.2 Präparation der Bürstensaummembranvesikel  
 
 
Die Präparation der Bürstensaummembranvesikel wurde nach der von HILDEN et al. 
(1989) beschriebenen und von PENNY (1991) modifizierten Mg2+-EDTA-
Präzipitationsmethode durchgeführt. 
In Gegenwart der bivalenten Magnesiumionen werden die Membranfragmente in 
Abhängigkeit von ihren Oberflächenladungen in unterschiedlichem Maße aggregiert. 
Durch die sich anschließende Differentialzentrifugation kann die 
Bürstensaummembranfraktion von schwereren Zellorganellen separiert und gegenüber 
anderen Membranen wie z.B. vom Golgi-Apparat oder der basolateralen Zellseite 
angereichert werden. 
Die gesamte Präparation erfolgte bei einer Temperatur von 4°C. 
 
Zusammensetzung der bei der Vesikelpräparation verwendeten Puffer: 
 
Homogenisierungspuffer 1:    300 mmol.l-1 Mannit 
           1 mmol.l-1 EDTA 
           0,1 mmol.l-1 PMSF 
         20  mmol.l-1 MES/Tris, pH 6.0 
 
 
Homogenisierungspuffer 2:    300 mmol.l-1 Mannit 
           1 mmol.l-1 EDTA 
           0,1 mmol.l-1 PMSF 
         20 mmol.l-1 HEPES/Tris, pH 7.5 
 
Vesikelpuffer:     100 mmol.l-1 Mannit 
       100 mmol.l-1 KCl 
         20 mmol.l-1 HEPES/Tris, pH 7.4 
 
 




Zu Beginn der Präparation wurden ca. 20 g des bei -70°C eingefrorenen Nierencortex 
eingewogen und in 100 ml Homogenisierungspuffer 1 aufgetaut. Anschließend wurde 
der Nierencortex zusammen mit dem Puffer (auf Eis) 3x10 s mit dem Ultraturrax 
(Heidolph DIAX 900, Stufe 5) zerkleinert (nach jedem Schritt 30 s Pause). Danach 
wurde der Schaum mit Hilfe einer  Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Aus dem 
entstandenen Homogenat wurden 4x250 µl entnommen und zur Enzym- und 
Proteinbestimmung bei -20°C eingefroren. Entsprechend dem Homogenatsvolumen 
wurde soviel einer 2,5 molaren MgCl2-Stammlösung zugegeben, daß die 
Endkonzentration 10 mmol.l-1 betrug und das Ganze 20 min langsam auf Eis gerührt. 
Anschließend wurde das Homogenat in GSA-Rotor-Gefäßen 10 min bei 1993 g (rmax; 
entspr. 3500 rpm) zentrifugiert (Sorvall RC-5B) und das entstandene Pellet verworfen. 
Mit dem Überstand wurde die Zentrifugation 6-7x wiederholt, bis sich kein sichtbares 
Pellet mehr bildete. Der Überstand wurde nun 30 min bei 34540 g (rmax; entspr.1700 
rpm) im SS 34 Rotor (Sorvall RC-5B) zentrifugiert, das Pellet in 35 ml 
Homogenisierungspuffer 2 resuspendiert und mit einem Elvehjem-Potter (Braun, 
Melsungen) homogenisiert (10 Schübe, 1500 rpm). Es schloß sich eine 30-minütige 
Zentrifugation bei 34540 g (rmax; entspr.17000 rpm) im SS34 Rotor an. Das 
entstandene Pellet wurde in 1,5 ml  Vesikelpuffer aufgenommen und durch eine 1 ml 
Spritze mit 0,45x12 mm Kanüle 10-15x aufgezogen bis eine Suspension entstand. 
Hieraus wurden 4x100 µl Proben für die Enzym- und Proteinbestimmungen entnommen 
und bei -20°C eingefroren. Die restliche Vesikelsuspension wurde portionsweise in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zu den Aufnahmestudien darin aufbewahrt. 




    Nierencortex mit Puffer homogenisieren 
     ÞZellen aufbrechen 
 
 




     MgCl2-Fällung 
 
 
 Zentrifugation       Pellet verwerfen 
 10 min bei 1993xg (rmax) 
 (Sorvall GSA) 
 
 
     wiederholen bis kein 
     Pellet mehr vorhanden 
 
 
     Überstand 
 
 
 Zentrifugation       Überstand verwerfen 
 30 min bei 34540xg (rmax) 
 (Sorvall SS34) 
 
 
     Pellet resuspendieren 
 
 
 10x auf Eis pottern 
 
 
     Homogenat 
 
 
 Zentrifugation       Überstand verwerfen 
 30 min bei 35000xg (rmax) 
 (Sorvall SS34) 
 
 
     Pellet resuspendieren 
 
 
Proben für Protein 
und Enzymbestimmung 
 
     Aufnahmeversuche 
 
Abb. 5  Fließschema zur Präparation von renalen BSMV 








Die Transportuntersuchungen wurden allgemein nach folgendem Schema durchgeführt: 
Um die Substrataufnahme zu starten, wurden 20 µl der Vesikelsuspension zu 80 µl des 
Inkubationspuffers gegeben und die dem Versuchsansatz entsprechende Zeit inkubiert. 
Die Zusammensetzung der Inkubationspuffer ist unter 3.3.2 beschrieben. 
Die Substrataufnahme wurde durch Zugabe von 4 ml einer 4°C kalten Stopplösung (150 
mM KCl, 10 mM HEPES-Tris, 1 mM KH2PO4, pH 7,4) abgebrochen. Die Vesikel 
wurden mit Hilfe der Schnellfiltration von der Lösung getrennt und die auf dem Filter 
(Cellulose-Nitrat, Porengröße 0,65 µm, Sartorius, Göttingen) verbliebenen Vesikel mit 2 
mal je 5 ml eiskalter Stopplösung nachgewaschen. 
Der Filter wurde zusammen mit 4 ml Szintillationsflüssigkeit (Ultima Gold, Packard) in 
Minivials gegeben und die Aktivität 10 min in einem Flüssigkeitsszintillationszähler 
(2000 CA Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer, United Technologies Packard) mit 
einem Zählfehler von max. 2 % bestimmt. 
Zur Bestimmung der Leerwerte wurden zu 80 µl Inkubationspuffer 4 ml Stopplösung 
gegeben, wie oben beschrieben, abfiltriert und die auf dem Filter verbliebene 
Radioaktivität gemessen. 
Um die Gesamtaktivität im einzelnen Ansatz zu bestimmen, wurden jeweils 80 µl des 
Inkubationspuffers direkt in die Szintillatorflüssigkeit pipettiert und anschließend gezählt. 
 
 
3.3.2 Bei den Messungen zur Phosphataufnahme verwendete 
 Inkubationsansätze 
 
Die Versuche zur Messung der Phosphataufnahme wurden als 3- oder 4-facher Ansatz 
durchgeführt. Die 32P-Radioaktivität betrug jeweils 1µCi/100µl Ansatz. Es wurde 32P als 
ortho-Phosphat der Firma Du Pont de Nemours, Dreieich verwendet. Vor jedem 
Versuch wurde die entsprechend mit unmarkiertem Phosphat gemischte  




32P[P i]-Lösung durch Millex-GS-Filter (0.22 µm Porengröße) der Firma Millipore, 
Mosheim, sterilfiltriert, um die unspezifische Bindung an die Filter zu verringern. 
Die unspezifische Bindung lag stets unter 0,2 % der Gesamtaktivität im entsprechenden 
Ansatz. 
 
a.) Zeitabhängige Phosphataufnahme 
 
Die Versuche zur zeitabhängigen Phosphataufnahme wurden bei den langen 
Inkubationszeiten (5 s - 180 min) bei 37°C, die schnellen Aufnahmen mit 5 - 25 s 
Inkubationszeit wurden bei 25°C durchgeführt. Die Inkubationspuffer setzten sich aus 
100 mmol.l-1 NaCl bzw. 100 mmol.l-1 KCl, 100 mmol.l-1 Mannit, 10 mmol.l-1 HEPES-Tris, 
pH7,4 und 0,1 mmol.l-1 32P[P i] zusammen. 
 
b.) Kinetik der Phosphataufnahme 
 
Die Versuche zur Kinetik der Phosphataufnahme wurden bei einer Temperatur von 
21°C und einer Inkubationszeit von 10 s durchgeführt. Die Inkubationspuffer bestanden 
aus 100 mmol.l-1 NaCl bzw. 100 mmol.l-1 KCl, 100 mmol.l-1 Mannit, 10 mmol.l-1 HEPES-
Tris, pH7,4 und steigenden 32P[P i] Konzentrationen (0-3 mmol
.l-1). 
 
c.) Einfluß von Na+ auf die P i-Aufnahme 
 
Der Einfluß von Na+ auf die Pi-Aufnahme wurde bei einer Temperatur von 21°C und 
einer Inkubationszeit von 10 s überprüft. Die Inkubationspuffer bestanden aus 100 
mmol.l-1 Mannit, 10 mmol.l-1 HEPES-Tris, pH7,4 und einer steigenden Na+ Konzentration 
(0-100 mmol.l-1), die jeweils mit entsprechender KCl-Zugabe auf die 
Gesamtkonzentration von 100 mmol.l-1 für beide Salze eingestellt wurde, sowie 0,1 
mmol.l-1 32P[P i]. 
 






Die Na+-abhängige Glucoseaufnahme wurde bei einer Temperatur von 21°C und einer 
Inkubationszeit von 30 s gemessen. Die Inkubationspuffer setzten sich aus 100 mmol.l-1 
NaCl bzw. 100 mmol.l-1 KCl, 100 mmol.l-1 Mannit, 10 mmol.l-1 HEPES-Tris, pH 7,4 und 
0,5 mmol.l-1 Glucose/3H-Glucose zusammen. Die 3H-Radioakivität betrug jeweils 
1mCi/100 ml Puffer. Es wurde D-[1-3H (N) ]-Glucose der Firma Du Pont de Nemours, 
Dreieich verwendet. Die unspezifische Bindung lag stets unter 0,2 % der 
Gesamtaktivität im Puffer. 
 
 




Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Ausgangshomogenat und in der 
Vesikelsuspension erfolgte mit Hilfe eines Standardassays der Firma Bio Rad, 
München. 
Das Meßprinzip beruht auf einer Änderung des Absorptionsmaximums einer sauren 
Lösung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nm auf 595 nm nach 
Bindung an das Protein. Das als Kation vorliegende rote Farbmolekül wird durch die 
Bindung an das Protein als Anion stabilisiert und nimmt eine blaue Farbe an. Die 
Menge des gebildeten blauen Farbstoffs wird bei 595 nm photometrisch bestimmt. 
Die Eichkurve wurde mit bovinem g-Globulin als Standard erstellt. 
Um alle Proteinbindungsstellen für dasFarbreagenz zugänglich zu machen, wurden je 
100 µl oberflächenaktive 1 %ige Saponinlösung zu 100 µl Probe bzw. Standard 
gegeben und bei Raumtemperatur 20 min vorinkubiert. Anschließend wurden 5 ml des 
entsprechend verdünnten Farbreagenz zugesetzt und vor der photometrischen Messung 
nochmals 20 min inkubiert. 
 
 




3.4.2 Aktivität der alkalischen Phosphatase (AP) 
 
Die Aktivität der alkalischen Phosphatase wurde photometrisch bestimmt. Hierzu 
wurden bei Raumtemperatur 50 µl Probe mit 3 ml Reagenz (1 mmol.l-1 Diethanolamin, 
0,5 mmol.l-1 MgCl2, pH 9,8 mit 10 mmol
.l-1 Natrium-p-Nitrophenolphosphat) versetzt und 
die Extinktionszunahme bei einer Wellenlänge von 405 nm nach 1, 2 und 3 min 
gemessen. 
Das Testprinzip beruht auf der hydrolytischen Spaltung von p-Nitrophenol und Phosphat 
durch die alkalische Phosphatase. Die Menge an entstehendem p-Nitrophenol ist 
proportional zur Phosphatase-Aktivität. 
 
 
3.4.3 Aktivität der Na+-K+-ATPase 
 
Die Aktivität der Na+-K+-ATPase wurde mit einer von MIRCHEFF und WRIGHT 1971 
beschriebenen Methode als Differenz der Na+-K+-ATPase-Aktivität mit und ohne 
Ouabainzusatz (5 mg Ouabain/ml Inkubationsmedium) photometrisch bestimmt. Das 
Prinzip dieser Methode beruht auf einer spezifischen Hemmung der Na+-K+-ATPase 
durch Ouabain. 
Dafür wurden 20 µl Probe mit 0,5 ml Inkubationspuffer (5 mmol.l-1 MgCl, 100 mmol.l-1 
NaCl, 10 mmol.l-1 KCl, 2 mmol.l-1 ATP, 3 mmol.l-1 EDTA, 100 mmol.l-1 Tris/HCl, pH 7,4) 
gegeben und bei 37°C für 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5 ml 5%iger 
Trichloressigsäure gestoppt und die Meßansätze für 30 min mit je 1 ml Farbreagenz (40 
mg FeSO4
.7H20/ml 1%igem Ammoniumheptamolybdat in 1,15 M H2S04) bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
Das frei werdende anorganische Phosphat bildet mit Molybdat in saurer Lösung 
komplexe Phosphomolybdänsäure die zu Molybdänblau reduziert wird. Die Extinktion 










Allen Versuchstieren wurde am Tag vor der Schlachtung Blut entnommen. Die 
Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa mit Lithium-Heparin Monovetten 
(Sarstedt, Nümbrecht). Das Blut wurde sofort bei 1500xg für 20 min zentrifugiert und 





Die Ca-Konzentrationen im Plasma wurden mittels der o-Kresolphtalein-Komplex-
Methode bestimmt (RAY SARKER und CHAUHAN 1967). 
Calcium reagiert in alkalischer Lösung mit o-Kresolphtalein unter Bildung eines violetten 
Farbkomplexes der photometrisch bei 570 nm erfaßt wird, wobei die Farbintensität 
proportional zur Calciumkonzentration in der Plasmaprobe ist. 
 
 
3.5.2 Anorganisches Phosphat 
 
Die Bestimmung der Pi-Konzentration im Plasma erfolgte mittels der 
Molybdat/Vanadat-Reaktion (PETER 1982) photometrisch. 
Ammonium-Molybdat und Ammonium-Vanadat bilden einen gelben Farbkomplex, der 
bei einer Wellenlänge von 405 nm photometrisch gemessen werden kann. Die 







Die Aufnahmeraten [nmol/mg Protein] für Phosphat und Glucose in die BSMV wurden 
nach folgender Formel berechnet: 





(cpmP - cpmL) . [s] (nmol/l)   =   [s] (nmol) 
    cpmT . [Protein] (mg/l)           Protein (mg) 
 
cpmP = cpm in der Probe 
cpmL = cpm im Leerwert 
cpmT = Gesamtaktivität (cpm) im Ansatz 




Das Vesikelvolumen wurde aus der Phosphataufnahme in die BSMV nach 180 min 
(Ausgleichswert, d.h. die intra- und extravesikuläre Phosphatkonzentrationen sind 
gleich) folgendermaßen berechnet: 
 
I. Vesikelvolumen im entnommenen Aliquot 
 
 (cpmP-cpmL)  . Aliquotvolumen(µl) = Vesikelvolumen (µl) 
      cpmT 
 
II. Proteinkonzentration im Ansatz 
 
 Proteinkonzentration in der Vesikelfraktion (mg/ml) . Vesikelmenge (ml) 
                    Gesamtvolumen des Ansatzes (ml) 
 
 = Protein (mg) 
    Ansatz (ml) 
 
III. Protein im entnommenen Aliquot 
 
 Proteinkonzentration im Ansatz (mg/ml) . Ansatz (ml) = Protein (mg) 
 




IV. Vesikelvolumen je mg Protein 
 
 Vesikelvolumen im Ansatz (µl) = Vesikelvolumen (µl) 
 Gesamtprotein im Ansatz (mg)         Protein (mg) 
 
 
3.7 Isolierung von RNA 
 
Die Gewebeentnahme für die RNA-Isolierung erfolgte unmittelbar nach der Schlachtung. 
Das Gewebe wurde sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 
Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Isolierung von RNA wurde gefrorenes 
Nierengewebe in einem vorgekühlten Mörser unter Zugabe von flüssigem Stickstoff zu 
feinem Pulver gemahlen. 
Die RNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des Micro-RNA-Isolations-Kit von Stratagene, 
Heidelberg nach Anleitung des Herstellers. 
Die Zugabe von Guanidiniumisothiocyanat (GTC) führt zu einer Protein-Denaturierung, 
anschließend erfolgt eine Phenol/Chloroformextraktion. Proteine und DNA sammeln 
sich durch die gewählten Extraktionsbedingungen in der Schicht zwischen den Phasen 
und der unteren organischen Phase, während die RNA in der oberen wässrigen Phase 
zurückbleibt. Aus dieser Phase kann sie dann mit Hilfe von Isopropanol ausgefällt 
werden. Nach Waschen des Pellets mit 75 %igem eiskalten Ethanol wurde dieses 
getrocknet und in RNAse freiem Wasser aufgenommen. 
Die RNA-Probe wurde photometrisch quantifiziert (260/280 nm) und die Qualität der 
RNA mittels Gelelektrophorese (Formamid/Agarose) überprüft. 
 




Um die isolierte RNA von möglichen Resten genomischer DNA zu befreien, wurde mit 
100 µg RNA ein DNAse-Verdau durchgeführt. Hierzu wurde die Probe mit 0,5 µl 




DNAse I (7,5 U/µl) der Firma Pharmacia Biotech Europe, Freiburg 10 min bei 37°C 





Die Erststrang-Synthese, bei der ein zur mRNA komplementärer cDNA-Strang 
synthetisiert wird, wurde nach dem „MMLV reverse transcriptase first strand cDNA 




DNA-freie RNA- Probe 
 
   in 30 µl sterilem Wasser gelöst 
 
10 µl First strand buffer (x5), im Ansatz: x1 
 
   3 min in 90°C heißem Wasser inkubiert, 
   3 min in Eis abgekühlt 
 
2,5 µl dNTP mix (je 10 mmol.l-1), im Ansatz: je 0,5 mmol 
5,0 µl Oligo-dT-primer (50 pmol.µl-1), im Ansatz: 5 pmol 
2,5 µl Reverse Transkriptase (200 U/µl), im Ansatz: 10 Units 
 




Das erzeugte RNA/DNA-Hybrid wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C 
gelagert. 
 




3.9 PCR (Polymerasen-Ketten-Reaktion) 
 
Die PCR ist eine Methode, bei der spezifische DNA-Sequenzen in vitro mit einer hohen 
Ausbeute amplifiziert werden können. Das Orginalprotokoll wurde 1985 von SAIKI et al. 
beschrieben. 
Für die Reaktion werden das DNA-Template, eine DNA-Polymerase, 






Zur Auswahl der Primer wurde ein Hydrophobizitätsplot mit der Aminosäure-Sequenz 
des renalen Na+/Pi-Cotransporters Typ II der Ratte durchgeführt. Für die beiden Primer 
wurden entsprechende Nukleinsäuresequenzen aus den mutmaßlichen 
Membrandurchgängen M3 und M6 gewählt, da die Wahrscheinlichkeit für 
Sequenzhomologien in transmembranalen Bereichen am höchsten ist. Die Spezifität 
der Primer wurde mit Hilfe des über die GenBank (National Center for Biotechnology 
Information [NCBI], Bethesda, MD, USA) nutzbaren Computerprogramms BLAST 
überprüft, die Primer wurden bei der Firma Roth, Karlsruhe hergestellt. 
 
 
5´> CGGAGTGRTGGCTGAGGTGA <3´ aus dem 6. Membrandurchgang 
5´>´ATGGTCTCCTCTGGCTTGTTG <3´ aus dem 3. Membrandurchgang 
 
Abb.6 Sequenz der verwendeten Oligonucleotidprimer 
 
 
3.9.2 Reaktionsansatz und Durchführung der PCR 
 
Die PCR wurde mit einer hitzestabilen Taq-DNA-Polymerase der Firma Gibco(BRL) 
Life Technologies, Eggenstein durchgeführt. 




Pipettierschema:(Molaritäten beziehen sich auf den Ansatz) 
 
3 µl Template (Produkt der Erststrangsynthese) 
5 µl PCR-Puffer       1x 
1,5 µl MgCl2 (50 mmol
.l-1)      1,5mmol 
1 µl eines dNTP-Mixes (je 10 mmol.l-1)    je 0,2 mmol 
1 µl Primer(20 pmol.µl-1)      0,4 pmol 
1 µl Primer (20 pmol.µl-1)      0,4 pmol 
0,5 µl hitzestabile Taq DNA-Polymerase (5 U/µl)  2,5 Units 
37 µl steriles Wasser 
 
Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem Schema in einem Thermocycler 
(Mastercycler gradient Firma Eppendorf, Köln): 
 
      94°C   4 min 
Denaturierung der Doppelstränge 94°C   1 min 
Annealing des Primers   60°C   1 min  30 Zyklen 
Polymerisation    72°C   2 min 
Reaktionsende    72°C 10 min 
 
Die PCR-Ansätze wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. 
 
 
3.9.3 Detektion und Analyse der PCR-Produkte 
 
Die entstandenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines 1%igen Agarosegels und TAE-
Puffer (1-fache Konzentration) elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid 
angefärbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. 
 
 




3.9.4 Extraktion der PCR-Produkte aus dem Agarosegel 
 
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des JETsorb-Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) zur 
DNA-Extraktion aus dem Agarosegel wiedergewonnen. 
Das Prinzip des Kits beruht auf der Anlagerung der DNA an die Glasteilchen der 
JETsorb-Suspension bei hohen Salzkonzentrationen. Durch niedrige 
Salzkonzentrationen kann die DNA wieder eluiert werden. 
Der Überstand mit den eluierten PCR-Produkten wurde bis zur weiteren Verarbeitung 
bei -20°C gelagert. Die Mengenabschätzung und die Kontrolle der Reinheit der 
eluierten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe eines analytischen Agarosegels. 
 
 
3.10    Sequenzierung der PCR-Produkte 
 
3.10.1    Transformation von Zellen 
 
3.10.1.1 Ligation der PCR-Produkte in einen Vektor 
 
Die PCR-Produkte wurden in den pGEM-T Vektor (Promega Corporation, Madison, 
USA) einkloniert. Der pGEM-Vektor besitzt an beiden Enden T-Überhänge, an die A-
Überhänge der PCR-Produkte (Taq-Polymerase-spezifisch) ligiert werden können. 






Abb.7 pGEM-T Vektor 
 
Die einzusetzende Insertmenge wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
Vektor ng x Größe des Inserts kb x Gewüschtes Verhältnis Insert:Vektor = ng Insert 
 Größe des Vektors kb 
 
Zur Durchführung der Ligation wurden 38,4 ng (Verhältnis Insert:Vektor 3:1) bzw. 76,8 
ng (6:1) PCR-Produkt mit 50 ng Vektor, 1 µl T4DNA-Ligase-Puffer (x10), 1,5µl T4DNA-
Ligase (3 Weiss Units /µl) und 4,5 µl Wasser über Nacht bei 4°C inkubiert. Der 
Ligationsansatz wurde zur Transformation von JM 109-Zellen verwendet. Da die zur 
Insertion benutzte multiple cloning site des Vektors die codierende Sequenz für die b-
Galaktosidase bei Insertion unterbricht, können die Transformanten mit insertiertem 
Plasmid über eine Blau-Weiß-Selektion identifiziert werden. 
 
 








50 µl kompetente JM109-Zellen (Promega Corporation, Nadison, USA) 
10 µl Ligationsansatz 
 
   10 min auf Eis inkubieren, 45-50 sec in einem auf 42°C  
   temperierten Wasserbad inkubieren, 2 min auf Eis abkühlen 
 
900 µl eiskaltes LB-Medium 
 
   vermischen, im Schüttelinkubator inkubieren 
   (1 h, 225 rpm, 37°C), zentrifugieren (4 min, 3000 rpm),  
   Überstand absaugen 
 
50 µl Wasser 
 




Die Zellsuspension wurde auf mit 50 µl Ampicillin (50 mg/ml), 100 µl Isopropyl-b-D-
Thiogalactopyranoside [IPTG] (1,2 g/50 ml) und 25 µl 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
galactopyranoside [XGal] (100 mg/2 ml DMF) beschichteten Platten ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Die weißen Kolonien wurden am nächsten Tag in je 5 ml LB-Medium und 10 µl 
Ampicilin (50 mg/ml) überimpft und 16 h bei 37°C und 200 rpm im Schüttelinkubator 
inkubiert. 
 






Die Plasmidpräparation erfolgte mit Hilfe des Silica Spin Kits (Biometra, Göttingen). 
Nach Lyse des Bakterienpellets und anschließender Neutralisation folgt die Anheftung 
der DNA an einen mit Silica-Suspension beschichteten Filter, von dem sie nach 





Zur Überprüfung der Plasmide wurde ein Restriktionsverdau durchgeführt. Das Plasmid 
wurde mit dem Enzym Eco 52 I (Fermentas) an den entsprechenden Schnittstellen 
geschnitten und die Größe des herausgeschnittenen Inserts mit Hilfe eines Agarosegels 
überprüft. 
Für den Restriktionsverdau wurden 2 µl Plasmid, 6 µl Wasser, 1 µl Eco 52 I Enzym und 









GTC-Denaturierungslösung: 4 mol.l-1 Guanidiniumisothiocyanat 
     0,02 mol.l-1 Natriumcitrat 
     0,5 % Sarcosyl 
 
10x MOPS-Puffer:   0,2 mol.l-1 MOPS 
     0,05 mol.l-1 Na-Acetat 
     0,01 mol.l-1 EDTA, pH 5,5-7,0 mit NaOH 
 




Farbmarker:    160 µl 10x MOPS-Puffer 
     100 µl steriles Wasser 
     80 µl steriles Glycerol 
     80 µl gesättigtes Bromphenol-Blau in sterilem  
     Wasser 
 
First strand buffer (5x):  250 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,3) 
     375 mmol.l-1 KCl 
     15 mmol.l-1 MgCl2 
     50 mmol.l-1 Dithiothreitol (DTT) 
 
PCR-Puffer (10x):    200 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,0) 
     500 mmol.l-1 KCl 
 
Luria Bertrani (LB)-Agar:  10 g Bacto-Tryptone (Difco, Augsburg) 
     10 g Bacto-Yeast-Extract (Difco, Augsburg) 
     10 g NaCl 
in 900 ml Wasser (bidest.) lösen, pH mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, auf 1 l auffüllen 15 
g Agar (Difco) zugeben und autoklavieren. 
 
LB-Flüssigmedium:   10 g Bacto-Tryptone (Difco, Augsburg) 
     10 g Bacto-Yeast-Extract (Difco, Augsburg) 
     10 g NaCl 
in 900 ml Wasser (bidest.) lösen, pH mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, auf 1 l auffüllen. 
 
Ligase 10x Puffer:   300 mmol.l-1 Tris-HCl, pH 7,8 
     100 mmol.l-1 MgCl2 
     100 mmol.l-1 DTT 
     10 mmol.l-1 ATP 
 




Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen, in ACS-Qualität bezogen. 
 
 
3.12 Statistische Auswertung 
 
Die Versuchsergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung  
angegeben, falls nicht ausdrücklich anders erwähnt. Der Stichprobenumfang ²n² 
bezeichnet die jeweilige Anzahl der Versuchstiere. 
Nicht normalverteilte Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis Algorithmus mit 
anschließendem paarweisen Mittelwertsvergleich (Dunn`sTest) und die parametrisch 
verteilten Werte mit einer 1-Weg ANOVA mit Tukey`s Nachfolgetest aus den 
Statistikpaket der Graph PadTM Software (San Diego, USA) ausgewertet. 
Die Berechnung der linearen Regression und die graphischen Darstellungen der 








4.1 Charakterisierung des Tiermodells 
 
 
Zur Charakterisierung des Tiermodells mit alimentärer P- oder Ca-Depletion wurden 
wichtige Kenngrößen der P- und Ca-Homöostase im Plasma untersucht. Dazu wurden 
die Pi- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivität der alkalischen Phosphatase (AP) 
im Plasma bestimmt. 
 
Tab.3a Pi- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivität der alkalischen  
  Phosphatase (AP) im Plasma von Ziegen bei unterschiedlicher 
















n = 12 
 
2,87 ± 0,66 
 
2,94 ± 0,21 
 





n = 8 
 
0,59 ± 0,16 
 
3,62 ± 0,64 
 





n = 8 
 
2,40 ± 0,57 
 
2,85 ± 0,13 
 







Tab.3b Pi- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivität der alkalischen  
  Phosphatase (AP) im Plasma von Schafen bei unterschiedlicher 
















n = 3 
 
1,87 ± 0,49 
 
2,80 ± 0,04 
 





n = 3 
 
1,34 ± 0,17 
 
2,67 ± 0,07 
 
220 ± 89 
 
 
Die Ca- oder P-Depletion bei Ziegen sowie P-Depletion bei Schafen wirkte sich auf die 
untersuchten Kenngrößen signifikant aus. Die Pi-Plasmakonzentrationen der Ziegen 
waren bei alimentärem P-Mangel mit 0,6 mmol.l-1 signifikant niedriger als bei der 
Kontrollgruppe (2,9 mmol.l-1, p< 0,001) und der Ca-depletierten Gruppe (2,4 mmol.l-1, p< 
0,001). 
Bei den Schafen nahm die Pi-Konzentration im Plasma von 1,9 auf 1,3 mmol
.l-1 ab. 
Allerdings war dieser Effekt aufgrund der niedrigeren Anzahl der Versuchstiere nicht 
signifikant. Während die P-Depletion bei Ziegen mit einer ausgeprägten 
Hypercalciämie einherging (Ca: 3,6 mmol.l-1 gegenüber 2,9 mmol.l-1; p< 0,001), trat 
dieses Phänomen bei den Schafen nicht auf. Trotz Ca-Depletion veränderten sich die 
Ca-Plasma-Spiegel der Ziegen nur unwesentlich, während die Pi-Plasma-Spiegel von 
2,9 mmol.l-1 auf 2,4 mmol.l-1 abnahmen. Allerdings war dieser Effekt nicht signifikant. Die 
Aktivität der AP war sowohl bei P-Depletion als auch bei Ca-Depletion der Ziegen 
erhöht. Bei den Schafen waren die AP-Werte insgesamt niedriger als bei den Ziegen 







4.2 Anreicherungen der Bürstensaummembranvesikel (BSMV) 
 
 
Die Überprüfung der Anreicherungen der BSMV sowie der Anteile an basolateralen 
Membranen erfolgte bei jeder Präparation durch Vergleich charakteristischer 
Membranleitenzyme zwischen Ausgangshomogenat und Vesikelfraktion. Als Marker der 
BSMV wurde die jeweilige Aktivität der alkalischen Phosphatase bestimmt. Durch 
Messung der Aktivität der Na+/K+-ATPase wurde eine mögliche Verunreinigung der 
Vesikelfraktion mit basolateralen Membranen (BLM) überprüft. 
Die Ergebnisse sind in Tab.4 zusammengefaßt. Die BSMV wurden bei Ziegen im 
Vergleich zum Ausgangshomogenat unabhängig von der P- bzw. Ca-Versorgung um 
das 6-8-fache angereichert. Bei Schweinen lag die Anreicherung in derselben 
Größenordnung, während sie bei den Schafen nur ca. 5-fach war. Der BLM-Anteil wurde 






Tab.4 Vergleich der Aktivitäten der Membranleitenzyme (BSM: Alkalische Phosphatase, BLM: Na+/K+-ATPase) sowie der 
Anreicherungsfaktoren der Nierencortexpräparation unterschiedlicher Spezies und verschiedener Behandlungen (Mittelwert ± SD, n = 






































Kontrolle        n=12 
 
P-Depletion    n=8 
 
Ca-Depletion  n=8 
 
665 ± 181 
 
1377 ± 1224 
 
510 ± 183 
 
4528 ± 2528 
 
11437 ± 10390 
 
3148 ± 1039 
 
6,8 ± 2,3 
 
8,3 ± 4,3 
 
6,3 ± 2,1 
 
185 ± 37 
 




195 ± 29 
 
160 ± 51 
 
171 ± 39 
 
 
1,0 ± 0,2 
 




Kontrolle        n=3 
  
P-Depletion    n=3 
 
694 ± 112 
 
658 ± 150 
 
3237 ± 286 
 
  3357 ± 3156 
 
4,7 ± 0,5 
 





145 ± 32 
 
174 ± 24 
 
169 ± 31 
 
1,1 ± 0,1 
 
1,2 ± 0,1 
 
Schweine        n=3 
 
 
281 ± 65 
 
2353 ± 567 
 
8,4 ± 0,5 
 
182 ± 48 
 
189 ± 25 
 







Als Nachweis der funktionellen Integrität der Vesikel diente die Na+-abhängige Pi-
Aufnahme in die Vesikel als Funktion der Zeit. Nur bei intakten, geschlossenen Vesikeln 
ist der sogenannte Overshoot zu beobachten, d.h. eine Pi-Aufnahme in die Vesikel über 
den Pi-Konzentrationsausgleich zwischen intra- und extravesikulärem Medium hinaus. 
Die treibende Kraft hierfür ist der vesikeleinwärts gerichtete Na+-Gradient. 
Wird Na+ im extravesikulären Medium durch K+ ersetzt, so steigt die P i-Aufnahme linear 
mit der Zeit an, bis nach 180 min der Ausgleichswert, bei dem die P i-Konzentrationen in 
intra- und extravesikulärem Medium gleich sind, erreicht ist. 
Aus diesem Ausgleichswert ließ sich ein mittleres Vesikelvolumen von 1,07 ± 0,4 ml.mg-
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Abb.8 Zeitlicher Verlauf der P i-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen  
 bei 37°C in An- und Abwesenheit eines vesikeleinwärts gerichteten  
 Na+-Gradienten (Mittelwerte ± SEM, n= 4 Tiere) 
 
 
Bei jeder Präparation, von der eine ausreichende Menge an BSMV-Suspension zur 
Verfügung stand, wurde die Glucoseaufnahme über 30 s gemessen. Dieses diente 
ebenfalls zur Überprüfung der Vesikelintegrität und um prinzipielle Unterschiede der 
Transporteigenschaften der Membranen zwischen den Fütterungsgruppen 
auszuschließen. 
Die mittlere Glucoseaufnahme lag zwischen 1,6 - 2,4 nmol.mg-1 Protein.30s-1; weder bei 
Schafen noch bei Ziegen konnten in Abhängigkeit vom P- bzw. Ca-Status gesicherte 




Tab.5 Na+-abhängige Glucoseaufnahme in renale BSMV von Ziegen,  
 Schafen und Schweinen bei 21°C. 



















n = 4 
 
n = 4 
 
n = 4 
 
 
1,6 ± 0,7 
 
2,1 ± 0,5 
 










n = 3 
 
n = 3 
 
 
2,4 ± 0,8 
 






n = 3 
 






4.4 Charakterisierung der P i-Aufnahme 
 
4.4.1 Initiale Pi-Aufnahme 
 
 
Die Na+-abhängige Pi-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen verlief bei 21°C 
zwischen 5 s und 25 s linear. Aus diesem Grund wurde für die Versuche zur 
Charakterisierung der Kinetik der P i-Aufnahme eine Inkubationsdauer von 10 s gewählt. 
Bei renalen BSMV von Schafen und Schweinen war die Pi-Aufnahme unter denselben 












































Abb.9 „Schnelle“ Na+-abhängige Pi-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen 




4.4.2 Pi-Aufnahme als Funktion der P i-Konzentration 
 
 
In Abb.10 ist die Kinetik der Pi-Aufnahme in renale BSMV einer Kontrollziege 





































Abb.10 Kinetik der P i-Aufnahme in renale BSMV einer Kontrollziege als   
  Funktion der P i-Konzentration bei 21°C (Mittelwerte ± SD von 3   
  fachansätzen). 
  Kalkulierte Kinetik: Subtraktion der nicht Na+-abhängigen Komponente  




Durch Subtraktion der linear verlaufenden Na+-unabhängigen Pi-Aufnahme (K
+) von der 
gesamt Pi-Aufnahme (Na
+) ergibt sich die Na+-abhängige Pi-Aufnahme, deren 
Kurvenverlauf eine typische Michaelis-Menten-Kinetik mit Sättigungsphänomen zeigt. 
Aus dieser Kinetik lassen sich die Parameter Km und Vmax bestimmen. Die 
halbmaximale Sättigung (Km) ist ein Maß für die Pi-Affinität des Transportsystems und 
die maximale Aufnahmerate (Vmax) gibt einen Hinweis auf die Transportkapazität bzw. 
Anzahl der Transporter. 
Diese Parameter aus jeweils mehreren Versuchen sind für die Fütterungsgruppen von 




Tab.6 Maximale Pi-Aufnahmeraten und Pi-Affinitäten des Na
+-abhängigen Pi-
Transportsystems der renalen BSMV verschiedener Spezies mit adäquater 
























n = 8 
 
n = 8 
 
n = 8 
 
1,98 ± 1,21 
 
2,99 ± 2,20 
 
1,93 ± 0,99 
 
 
0,34 ± 0,14 
 
0,35 ± 0,07 
 










n = 3 
 
n = 3 
 
 
1,39 ± 0,56 
 
1,03 ± 0,6 
 
 
0,55 ± 0,21 
 





n = 3 
 
0,95 ± 0,07 
 
0,11 ± 0,002 
 
 
Bei Ziegen waren die Vmax-Werte unabhängig von der Ca-Versorgung. Sie stiegen aber 
als Folge der P-Depletion um ~ 50 % an. Allerdings war dieser Effekt aufgrund der 
hohen interindividuellen Streuung in dieser Gruppe nicht signifikant. In Abb.11 sind die 
Vmax-Werte der einzelnen Tiere für die Kontroll- und die P-Mangelgruppe dargestellt. 

























Abb.11 Vmax-Werte der Na
+-abhängigen Pi-Aufnahme in renale BSMV von Ziegen mit 
adäquater oder reduzierter P-Versorgung (–  = Mittelwert, 21°C) 
 
 
Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vmax- noch auf die Km-Werte einen 
signifikanten Einfluß. Während die Vmax-Werte in vergleichbarer Größenordnung wie die 
an Schweinen ermittelten Werte lagen, waren sie um ~ 30-50 % niedriger als bei 
Ziegen. Bei beiden Wiederkäuerspezies war die Affinität des Pi-Transportsystems für 
Pi-Ionen um das 2,5- bis 5fache geringer als beim Schwein (p<0,01). 
 
 




Abb.12 zeigt beispielhaft für 12 Kontrollziegen die Pi-Aufnahme in renale BSMV als 
Funktion der Na+-Konzentration. Aus osmotischen Gründen wurden keine Na+-
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Konzentrationen >100 mmol.l-1 verwendet. Der Teil der Kurve mit [Na+] > 100 mmol.l-1 
wurde extrapoliert. Die beste Kurvennäherung (r= 0,99) wurde mit dem Modell einer 
sigmoidalen Dosis/Wirkungsbeziehung erreicht. Aus dem Kurvenverlauf läßt sich die 
Na+-Konzentration bestimmen bei der die P i-Aufnahme bei gegebener P i-Konzentration 
von 0,1 mmol.l-1 halbmaximal war (K[0,5]Na). K[0,5]Na wird üblicherweise als Maß für die 
Na+-Affinität des P i-Transportsystems verwendet. 
Durch Umformung dieser Kurve nach HILL läßt sich der Hill-Koeffizient (napp) berechnen, 
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Abb.12 Kinetik der Pi-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen als Funktion der 
Na+-Konzentration bei 21°C (Mittelwert ± SEM, n=12). Der zu den Na+-
Konzentrationen >100 mmol.l-1 gehörige Anteil des Graphen wurde extrapoliert. 
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Tab.7 zeigt eine Zusammenfassung der kinetischen Kenngrößen, wie Na+-
Transportkapazitäten (Vmax,app) sowie Na
+-Affinitäten (K[0,5]Na) mit den dazugehörigen 
Hill-Koeffizienten (napp) für renale BSMV von Ziegen, Schafen und Schweinen mit 
unterschiedlicher P- oder Ca-Versorgung. 
 
 
Tab.7 Kinetische Kenngrößen der Na+-Komponente des renalen Pi-Transport-
 systems von Ziegen, Schafen und Schweinen (21°C, Mittelwerte ± SD, 
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n = 8 
 
2,89 ± 2,21 
 
128,1 ± 43,1 
 





n = 8 
 
1,30 ± 0,96 
 
 
114,6 ± 35,4 
 
 










n = 3 
 
n = 3 
 




81,1 ± 10,0 
 
93,8 ± 14,5 
 
 
2,35 ± 0,10 
 







n = 3 
 
0,58 ± 0,09 
 
61,0 ± 1,06 
 
3,32 ± 0,19 
 
 
Bei den Ziegen stieg die Na+-Transportkapazität unter P-Mangel um ~50% an, 
allerdings war dieser Effekt aufgrund der hohen Streuung innerhalb dieser Gruppe nicht 
signifikant. Die Ca-Versorgung übte keinen Einfluß auf die Vmax,app-Werte aus. Die 
K[0,5]Na-Werte wurden durch keine der 3 Fütterungsvarianten beeinflußt. 
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Bei Schafen hatte die P-Depletion keinen nennenswerten Einfluß auf die Vmax,app- und 
auf die K[0,5]Na-Werte. 
Im Speziesvergleich liegt die maximale Pi-Aufnahmerate der Ziegen (1,37 ± 0,57 
nmol.mg-1 Protein.10s-1) signifikant höher (p<0,05) als bei Schafen (0,43 ± 0,1 nmol.mg-1 
Protein.10s-1) und Schweinen (0,58 ± 0,09 nmol.mg-1 Protein.10s-1). Die Affinität des P i-
Transportsystems für Na+-Ionen war bei beiden Wiederkäuerspezies geringer, 
unterschied sich jedoch nur zwischen Ziege und Schwein signifikant (p<0,05). 
Für alle Spezies wurde ein Hill-Koeffizient >2 berechnet. Dies deutet auf einen 
elektrogenen Pi-Transport unter den gewählten Versuchsbedingungen hin. Im 
Speziesvergleich liegt der für die Schafe berechnete Hill-Koeffizient (2,35 ± 0,1) 
signifikant niedriger (p<0,01) als der von Ziegen (3,01 ± 0,33) und Schweinen (3,32 ± 




4.5 Molekulare Charakterisierung des P i-Transportsystems 
 
4.5.1 Amplifikation von Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Fragmenten 
 
 
In der RT-PCR konnten mit Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Primern sowohl in 
der Schweine- als auch in der Ziegen- und Schafniere entsprechende Fragmente 
amplifiziert werden. 
In einem analytischen Gel zeigte sich, daß die Größe der Fragmente annäherend der 
des Rattenfragmentes mit 768 Basenpaaren entsprach. 





















Abb.13 Amplifikation von Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Fragmenten  
  in der Niere von Schwein, Ziege und Schaf. 
  Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template; Positivkontrolle: Ratte 
  Bei Ziege und Schaf wurde die Qualität des Templates über die Ampli- 
 fikation eines GAPDH-Fragmentes von 820 Basenpaaren verifiziert. 
 
 
4.5.2 Sequenzierung der Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Fragmente 
 
 
Die Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Fragmente wurden in den pGEM-T Vektor 
einkloniert und JM109-Zellen damit transformiert. Die richtigen Klone wurden über eine 






Zur Überprüfung der Spezifität wurde eine Restriktionsanalyse der Plasmide mit Eco 52 
I durchgeführt. Das in Abb.14 dargestellte analytische Gel zeigt die vorhandenen 
Inserts. Die Größe der Inserts bei Schwein und Schaf entsprach der Größe des 
spezifischen PCR-Fragmentes. Bei der Ziege wurde das Insert in zwei Fragmente 




















Abb.14 Überprüfung der Spezifität des klonierten PCR-Fragmentes mittels 











Die Ermittlung der Sequenz des klonierten PCR-Fragmentes erfolgte durch die Firma 
MWG-BIOTECH, Ebersberg. Es wurde eine Einstrangsequenzierungsreaktion mit dem 
im Vektor enthaltenen T7-Promotor durchgeführt. Ein Vergleich der 
Aminosäuresequenzen der Na+/Pi-Cotransporter Typ II Fragmente (Abb.14) ergab 
folgende Homologien: Ziege/Ratte 90 %, Schaf/Ratte 89 %, Schwein/Ratte 89 %, 
Ziege/Schaf 98 %, Ziege/Schwein 94 % und Schaf/Schwein 92 %. 
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Abb.14 Aminosäuresequenzen der renalen Na+/Pi-Cotransporter Typ II Fragmente (*=identisch mit der Rattensequenz) 







5.1 Beurteilung der angewandten Methode 
 
Vor einigen Jahren noch war das Wissen über den renalen Pi-Transport in erster Linie 
auf In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen am intakten Gewebe gestützt. Es wurden 
Clearence-Studien (BRAZY et al. 1980a), Stop-flow-Untersuchungen (LAMBERT 1964) 
sowie Untersuchungen mit Hilfe verschiedener Micropunktions- und 
Microperfusionstechniken durchgeführt (STRICKLER et al. 1964, KUNTZINGER et al. 
1972, WEN 1978, LE GRIMELLEC 1974, DENNIS et al. 1976, BRAZY et al. 1980b). 
Die Isolierung von Membranvesikeln eröffnete weitere Möglichkeitenmembranale 
Aufnahmemechanismen zu untersuchen. 
Der Stofftransport durch Epithelien kann prinzipiell auf para- und/oder transzellulärem 
Weg stattfinden. Der parazelluläre Transport erfolgt passiv entlang eines chemischen 
und/oder elektrischen Gradienten. Der transzelluläre Stofftransport erfolgt entweder 
ebenfalls passiv entlang eines elektrochemischen Gradienten oder aktiv unter ATP-
Verbrauch auch gegen einen vorhandenen Gradienten. Der Einsatz von 
Membranvesikeln ermöglicht eine Unterteilung des transepithelialen Transportes in 
Einzelschritte, die so unter definierten und kontrollierten Bedingungen untersucht werden 
können. Durch das Entfernen cytoplasmatischer Komponenten ist die Untersuchung der 
membranalen Transporteigenschaften unabhängig von intrazellulären Funktionen, wie 
dem Zellstoffwechsel, von intrazellulären Verteilungsprozessen und vom Einfluß der 
Second-messenger-Systeme möglich (MURER und KINNE 1980). Die isolierten 
Vesikel der apikalen oder basolateralen Zellmembran besitzen in der Regel eine 
ausreichende mechanische Stabilität, eine große Oberfläche für Flüssigkeits- oder 
Stofftransport und bilden eine effektive Barriere zwischen intra- und extravesikulärem 
Medium (HOPFER 1989). Das ermöglicht konzentrationsabhängige 
Aufnahmeversuche, die nach den Prinzipien von Michaelis-Menten ausgewertet werden 
können und somit eine genaue kinetische Charakterisierung membranständiger 
Transportsysteme erlauben. Durch Einsatz pharmakologisch wirksamer Substanzen 
kann auf chemische und/oder elektrische  
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Gradienten Einfluß genommen werden, um die Funktion der untersuchten 
Transportsysteme näher zu charakterisieren. 
Bei der Interpretation, der durch Vesikelstudien erhaltenen Ergebnisse, ist zu 
berücksichtigen, daß es durch den Präparationsvorgang und die z.T. artifiziellen 
Pufferlösungen unter Umständen zu Veränderungen der Membranpermeabilität oder zur 
Inaktivierung von Transportsystemen kommen kann (MURER und KINNE 1980). 
Außerdem ist durch das Fehlen von Zellregulatoren und zellulären 
Stoffwechselprozessen die Aussagefähigkeit der Transportuntersuchungen 
eingeschränkt, da sie nicht die Transporteigenschaften des intakten Epithels 
widerspiegeln (MURER und KINNE 1980). Es ist daher wichtig die erhaltenen 
Ergebnisse in Zusammenhang mit Untersuchungen am intakten Epithel zu setzen. 
 
Da es das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Pi-Transport über die renale 




5.1.1 Anreicherung der Bürstensaummembranfraktion 
 
Die Bürstensaummembranen wurden aus einem Zellhomogenat mittels Mg2+-
Präzipitation und Differentialzentrifugation isoliert. Für jede Präparation wurde 
sichergestellt, daß sich im abschließenden Pellet ausreichende Mengen an apikalen 
Membranen angereichert hatten und keine wesentliche Kontamination mit basolateralen 
Membranen vorlag, um so eine Verfälschung der erfaßten Transportkinetiken  
auszuschließen. Zur Überprüfung der Vesikelanreicherungen wird üblicherweise die 
Anreicherung sogenannter Marker- oder Leitenzyme bestimmt (MURER und KINNE 
1980). In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivität der alkalischen Phosphatase (AP) 
als Marker der apikalen Membran gemessen sowie die Aktivität der Na+/K+-ATPase als 
Marker der basolateralen Membran (WRIGHT et al. 1979). 
Die AP reicherte sich bei den Nierencortexpräparationen von Ziege und Schwein um 
das 6-8fache gegenüber dem Ausgangshomogenat an, während die Anreicherung bei 
den Schafen etwas geringer (5-fach) war (Tab.4). Dieser Unterschied zwischen 
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den Spezies läßt sich mit der relativ großen Streuung zwischen den einzelnen 
Präparationen erklären und wäre somit zufällig. 
Insgesamt lagen die AP-Anreicherungen aber in vergleichbarer Größenordnung zu 
Werten aus der Literatur. HILDEN et al. (1989) fanden bei Nierencortexpräparationen 
von Hunden eine 9fache, PENNY (1991) bei vergleichbaren Untersuchungen an 
Schafen eine wenigstens 6fache und LEVINE et al. (1983) bei Ratten eine 9fache 
Anreicherung der AP. 
 
Bei der Na+/K+-ATPase fand keine nennenswerte Anreicherung zwischen 
Ausgangshomogenat und Vesikelfraktion statt (Tab.4). Im Vergleich dazu fanden 
HILDEN et al. (1989) bei ihren Untersuchungen an Hunden sogar eine 2fache 
Anreicherung des basolateralen Membranleitenzyms. 
 
Die Ergebnisse der enzymatischen Untersuchungen zeigen somit, daß eine selektive 
Anreicherung der apikalen Membranen erreicht wurde, ohne daß eine zu 
berücksichtigende Kontamination mit basolateralen Membranen stattfand. 
 
 
5.1.2 Vesikelintegrität und -volumen 
 
Zur Überprüfung der funktionellen Integrität der BSMV wurden die Na+-abhängigen und 
die Na+-unabhängigen Pi-Aufnahmen als Funktion der Zeit gemessen. Hier zeigte sich 
in Anwesenheit eines vesikeleinwärts gerichteten Na+-Gradienten ein sogenannter 
Overshoot der Pi-Aufnahme. D.h., Pi wurde über die außen vorliegende 
Substratkonzentration hinaus in das Vesikelkompartiment aufgenommen (Abb.8). Als 
treibende Kraft dieses Phänomens diente dazu der Na+-Gradient (BERTELOOT und 
SEMENZA 1990). Diese Fähigkeit der Vesikel zur transienten Substratanreicherung 
wird als sicherer Hinweis auf das Vorliegen geschlossener Kompartimente, also 
intakter Vesikel, gewertet. 
Die Höhe und der Verlauf des hier beobachteten Overshoot-Phänomens ist mit dem von 
STOLL et al. (1979) für die Rattenniere und dem von HELPS und MC GIVAN. (1991) für 
die renale Rinderzellinie NBL-1 beschriebenen Overshoot zu vergleichen.
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Nach einer 180minütigen Inkubation bei 37°C erreichten sowohl die Na+-abhängige als 
auch die Na+-unabhängige Pi-Aufnahme in die renalen BSMV von Kontrollziegen 
vergleichbare Werte. Die Menge des bis zu diesem Zeitpunkt pro mg Protein 
aufgenommenen Pi bezeichnet den sogenannten Ausgleichswert (Equilibrium). Zu 
diesem Zeitpunkt sind extravesikuläre und intravesikuläre Substratkonzentration gleich. 
Aus diesem Ausgleichswert läßt sich das mittlere Vesikelvolumen berechnen. Der 
Transport in die Vesikel wird durch ihre Größe beeinflußt. 
Im vorliegenden Fall ergab der Ausgleichswert ein Vesikelvolumen von 1,1 µl.mg-1 
Protein. Dieser Wert liegt in vergleichbarer Größenordnung zu Werten aus der Literatur 
(RÜBELT 1995). Für BSMV der Rattenniere wurde dagegen ein mittleres 
Vesikelvolumen von 1,3-1,7 µl.mg Protein-1 beschrieben (BURCKHARDT et al. 1981, 
CAVERZASIO et al. 1982). Ob dieser Unterschied auf speziesabhängigen 
Unterschieden beruht oder sich aufgrund der unterschiedlichen Präparationstechniken 
ergab, wurde nicht weiter untersucht, da dieses für die im Folgenden diskutierten 
Ergebnisse für nicht weiter relevant gehalten wird. 
 
Zur weiteren Überprüfung der Vesikelintegrität wurde der Na+-abhängige 
Glucosetransport gemessen. Ein Na+-abhängiger Glucosetransport im proximalen 
Tubulus wurde bereits für viele Spezies beschrieben (BECK und SACKTOR 1975, 
SCHARRER 1975, STOLL et al. 1979, LIN et al. 1984, BLANK et al. 1985, PENNY 
1991). Bei jeder Vesikelpräparation, von der eine ausreichende Menge an BSMV-
Suspension zur Verfügung stand, wurde die Glucoseaufnahme innerhalb 30 s bestimmt. 
Die Na+-abhängige Glucoseaufnahme war ca. 10fach höher als die Na+-unabhängige 
Glucoseaufnahme. Dies spricht für die Existenz eines Overshoot-Phänomens und damit 
für intakte Vesikel. Dabei lagen die in der vorliegenden Studie gemessenen 
Glucoseaufnahmen nach 30 s sogar um das 3-10fache höher als von anderen 
Arbeitsgruppen bisher gefunden (BECK und SACKTOR 1975, STOLL et al. 1979, 
PENNY 1991). Dies läßt sich möglicherweise auf Unterschiede in der Präparation der 
BSMV, wie z.B. bei der Pufferzusammensetzung und den Zentrifugationsschritten, und 
unterschiedliche Bedingungen während der Aufnahmeversuche selbst zurückführen. 
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Zwischen den einzelnen Fütterungsgruppen waren keine Unterschiede in der Höhe der 
jeweiligen Glucoseaufnahmen zu beobachten, und so ist davon auszugehen, daß die 
einzelnen Fütterungsvarianten keinen prinzipiellen Einfluß auf die Vesikelintegrität 
hatten. Mögliche Unterschiede im zeitlichen oder kinetischen Verlauf der P i-Aufnahmen 
können demnach auch im wesentlichen auf einen Einfluß der Fütterung auf das Pi-
Transportsystem zurückgeführt werden. 
 
Es läßt sich zusammenfassen, daß es sich bei den in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Vesikel um geschlossene Kompartimente, also intakte Vesikel, mit der 
Fähigkeit zur Glucoseaufnahme handelt und daß die Fütterungsvarianten keinen 
grunsätzlichen Einfluß darauf hatten. 
 
 
5.2 Auswirkungen einer unterschiedlichen P- oder Ca-Versorgung auf die 
 P- und Ca-Konzentrationen im Plasma 
 
Die mehrwöchige P-Depletion der Ziegen und Schafen führte zu dem schon bekannten 
Abfall der Pi-Konzentration im Plasma (FIELD et al. 1975, BOXEBELD et al. 1983, 
BREVES et al. 1985, PENNY 1991, SCHRÖDER et al. 1990, KÄPPNER 1993, 
RÜBELT 1995) (Tab.3a). Gleichzeitig entwickelte sich bei den Ziegen eine 
ausgeprägte Hypercalcämie, die als häufige Begleiterscheinung der P-Depletion schon 
in anderen Studien gefunden wurde (FIELD et al. 1975, BREVES et al. 1985, MANAS-
ALMENDROS et al. 1982, PENNY 1991, KÄPPNER 1993, RÜBELT 1995, 
SCHRÖDER et al. 1990).  
Diese mit der P-Depletion assoziierte Hypercalcämie resultiert wahrscheinlich nicht aus 
einer ansteigenden intestinalen Calciumnettoabsorption (ABDEL-HAFEEZ et al. 1982), 
da P-Depletion bei Wiederkäuern im Gegensatz zu den Verhältnissen bei 
monogastrischen Spezies nicht mit einem Anstieg der Plasmacalcitriolspiegel 
einhergeht (TANAKA und DeLUCA 1973, BAXTER und DeLUCA 1976, FOX und 
CARE 1979, GRAY et al. 1983, HUGHES et al. 1975, RIBOVICH und DeLUCA 1978, 
RADER et al. 1979, BAR et al. 1983, BREVES und SCHRÖDER 1991, SCHRÖDER 
und BREVES 1993). Die beobachtete Hypercalcämie könnte auf eine verringerte 
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Mineralisierung und/oder eine erhöhte Mobilisation von Ca2+ aus dem Knochen 
zurückzuführen sein (BAYLINK et al. 1971, BREVES und SCHRÖDER 1991). Auf einen 
veränderten Knochenstoffwechsel deutet auch der Anstieg der AP im Plasma der P-
depletierten Ziegen hin. 
 
Bei den Schafen kam es dagegen zu keiner Veränderung der Ca-Plasmaspiegel und 
der AP-Werte bei P-Depletion. Möglicherweise war bei diesen Tieren trotz verminderter 
Plasma-Pi-Konzentrationen die P-Depletion nicht ausgeprägt genug, um zu einer 
vermehrten Mobilisation aus dem Knochen zu führen. 
 
Bis heute ist noch nicht geklärt, durch welche hormonellen Mechanismen adaptative 
Vorgänge bei der Regulation der P-Homöostase der Wiederkäuer vermittelt werden. 
 
Trotz der Ca-Depletion kam es bei den Ziegen zu keinem Abfall der Ca-Konzentration 
im Plasma. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen vorhergehender 
Untersuchungen (KÄPPNER 1993, RÜBELT 1995). In diesen Fällen wurde gezeigt, 
daß die Ca-Depletion zu einem Anstieg der PTH- und Calcitriol-Konzentrationen im Blut 
führte. Die Aktivierung dieser calciotrophischen Hormone kann als Ursache für die 
Aufrechterhaltung physiologischer Ca-Plasmaspiegel auch bei längerfristiger Ca-
Depletion angesehen werden. 
Die Ca-Depletion führte zu einem Absinken der P-Konzentration im Plasma der Ziegen 
von 2,9 auf 2,4 mmol.l-1 was auf eine erhöhte P i-Ausscheidung, hervorgerufen durch den 
angestiegenen PTH-Plasmaspiegel, hindeutet. Auch die Aktivität der alkalischen 
Phosphatase war tendenziell erhöht. Diese gilt als Marker eines veränderten 
Knochenstoffwechsels und deutet auf eine gesteigerte Ca-Mobilisation aus dem 
Knochen hin. 
 
Es kann festgehalten werden, daß sowohl die Ziegen als auch die Schafe sich in einem 




5.3 Kinetische Eigenschaften des P i-Transporters 
 
 
5.3.1 Einfluß von P i auf den P i-Transport 
 
Zur Charakterisierung der kinetischen Eigenschaften des P i-Transports durch die renale 
BSM wurde die Pi-Aufnahme bei konstanter Na
+-Konzentration als Funktion der Pi-
Konzentration gemessen. Aus dieser Beziehung wurden dann nach der Michaelis-
Menten-Gleichung die maximale Aufnahmerate Vmax für Pi, die ein Maß für die 
Transportkapazität bzw. die Anzahl der Transporter ist, bestimmt. Dabei ergab sich 
gleichzeitig die Michaelis-Menten-Konstante Km, die ein Maß für die Pi-Affinität des 
Transportsystems darstellt. 
 
Als Folge der P-Depletion kam es bei den Ziegen zu einer Steigerung der Vmax-Werte 
um ca. 50 % (Tab.6). Allerdings konnte diese Erhöhung auf Grund der großen Streuung 
nicht statistisch abgesichert werden. Betrachtet man die Einzelwerte (Abb.11), so wird 
erkennbar, daß nur 25 % der P-depletierten Tiere eine gesteigerte Transportkapazität 
aufwiesen. Möglicherweise war die Transportkapazität des Na+-abhängigen Pi-
Transporters bei den Tieren, die keine adaptative Regulation aufwiesen, schon bei 
adäquater Pi-Versorgung maximal. Einen Hinweis hierauf liefern die schon bei 
bedarfsgerechter P-Versorgung auffällig geringen renalen Pi-Ausscheidungsraten von 
Wiederkäuern im Vergleich zu Nichtwiederkäuern (siehe Tab.1). Es kann vermutet 
werden, daß die Tiere, die eine Adaptation aufwiesen, zu den in der Literatur immer 
wieder beschriebenen „P-Ausscheidern“ gehört haben könnten (MEYER 1972, FIELD 
1981, SCOTT et al. 1984a). Diese Einzeltiere fielen durch ihre hohe und 
monogastrischen Tieren entsprechende Pi-Ausscheidung auf. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, sollte in zukünftigen Untersuchungen vor und während der P-Depletion die 
renale P i-Exkretion bei entsprechenden Tieren bestimmt werden. 
 
Die in Abhängigkeit von der P-Versorgung auftretenden Regulationsvorgänge des 
renalen Na+/Pi-Cotransportes wurden schon für Schwein (BARRET et al. 1980, 
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BRANDIS et al. 1987), Kaninchen (CHENG et al. 1983), Ratte (HOFFMANN et al. 1976, 
BURCKHARDT et al. 1981, STORELLI et al. 1980, LEVINE et al. 1983), Schaf (PENNY 
et al. 1991) und eine renale Rinderzellinie (HELPS et al. 1991) beschrieben und ist zur 
besseren Übersicht in Tab.8 zusammengefaßt. Wie aus Tab.8 hervorgeht, ist ein 
direkter Vergleich der Meßergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen schwer möglich, 
da die angegebenen Werte unter sehr unterschiedlichen Bedingungen erhoben wurden. 
Zeit, Temperatur, Pufferzusammensetzung, intra- und extravesikulärer pH sowie die 
extravesikulären Pi-Konzentrationen variierten sehr stark und auch die Vesikel selbst 
wurden nach unterschiedlichen Methoden isoliert. Vergleicht man z.B. die für Ratten 
gemessenen Vmax- und Km- Werte von HOFFMANN et al. (1976) mit denen in der Arbeit 
von BURCKHARDT et al. (1981), so zeigt sich für die Vmax-Werte eine Differenz von 
»100 % und bei den Km- Werten sogar eine Differenz von 1740 %. Wenn auch kein 
direkter Vergleich absoluter Werte möglich ist, so können doch die 
Regulationsvorgänge unter P-Depletion bei verschiedenen Spezies verglichen werden. 
So führte eine P-Depletion bei allen aufgeführten Spezies zu einem Anstieg der Vmax-
Werte, nicht aber zu signifikanten Veränderungen der Km-Werte. 
 
Bei monogastrischen Spezies wurde vielfach gezeigt, daß PTH das wichtigste Hormon 
der Regulation der renalen Pi-Ausscheidung ist. Die durch die P-Depletion 
hervorgerufene Hypercalcämie führt zu einem Absinken des PTH-Spiegels und dieses 
wiederum zu einer erhöhten Transporterdichte in der apikalen Membran des 
Tubulusepithels. Dadurch wird schließlich die renale Pi-Resorption erhöht (DENNIS et 
al. 1977, AMIEL et al. 1970, DUNLAY und HRUSKA 1990, LEVI et al. 1996). Beim 
Wiederkäuer hingegen ist die PTH-Wirkung umstritten. Konnte von einigen 
Arbeitsgruppen eine Pi-exkretionssteigernde Wirkung des PTH beobachtet werden 
(SMITH et al. 1969, KOOH 1980, DAVICCO et al. 1992), so wurde dies von anderen 
Arbeitsgruppen nicht berichtet (CLARK et al. 1975). 
Calcitriol, das bei monogastrischen Tieren die Pi-Exkretion vermindert, (PUSCHETT et 
al. 1972, COSTANZO et al. 1974), scheint in der Regulation des Pi-Haushaltes von 
Wiederkäuern keine Rolle zu spielen (ABDEL-HAFEEZ et al. 1982, BREVES et al. 
1985, MAUNDER et al. 1986). 
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Calcitonin bewirkt sowohl bei monogastrischen Tieren (BERNDT und KNOX 1992) als 
auch bei Wiederkäuern (MATSUI et al. 1983, BARLET et al. 1972) eine gesteigerte P i-
Exkretion über die Niere. Bei monogastrischen Tieren konnte eine Steigerung der Pi-
Exkretion durch Glucocorticoide, PTHrP, TGF, EGF und atriales natriuretisches Hormon 
beobachtet werden, wohingegen Wachstumshormon, IGF1, T3/T4 und Insulin eine 
gegenteilige Wirkung zeigten (BERNDT und KNOX 1992, KEMPSON 1996). 
 
Ein Teil des Einflusses der alimentären P-Zufuhr auf die maximale P i-Transportkapazität 
der Niere scheint aber auch unabhängig von PTH, Vit. D3, Plasmacalcium oder 
Wachstumshormon zu sein (MURER und BIBER 1992). Bislang ist jedoch nicht geklärt, 
über welche Mechanismen diese Adaptation vermittelt wird. Untersuchungen an Ratten 
mit chronischem P-Mangel konnten zeigen, daß transkriptionale und/oder translationale 
Mechanismen an dieser Adaptation beteiligt sind (LÖTSCHER et al. 1996). 
 
Wie schon erwähnt, wurde die Pi-Affinität des Transportsystems durch die Fütterung 
nicht beeinflußt. Dies wurde auch von PENNY (1991) für Schafe und von STORELLI et 
al. (1980) für Ratten beschrieben. Es ergibt sich damit ein Hinweis darauf, daß die 
erhöhte Transportkapazität bei P-Depletion nicht auf einer Modifikation des 
Transportproteins selbst beruht, sondern auf einem vermehrten Einbau von 
Transporterprotein in die Membran. 
 
Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vmax- noch auf die Km-Werte einen 
nennenswerten Einfluß. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Befunden von 
PENNY (1991). Er fand bei P-depletierten Schafen eine deutliche Steigerung der Vmax-
Werte. Für die fehlende Regulation der Pi-Transportkapazität in der vorliegenden 
Untersuchung sind zumindest zwei Ursachen denkbar. Erstens könnte die P-Depletion 
der Schafe, wie schon vorher diskutiert, nicht ausreichend gewesen sein, um eine 
Erhöhung der Vmax zu induzieren. Zweitens ist auch denkbar, daß wie bei den Ziegen, 
die Transportkapazität des Na+/Pi-Cotransporter Typ II schon unter adäquater P-
Versorgung maximal war. 
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Beim direkten Vergleich der Vmax-Werte der vorliegenden Untersuchung (1,39 nmol
.mg 
Protein-1.10s-1) und der von PENNY (1991) (0,141 nmol.mg Protein-1.10s-1) fällt auf, daß 
sie sich um ca. eine 10er Potenz unterscheiden. Allerdings gibt PENNY in derselben 
Arbeit an anderer Stelle eine initiale P i-Aufnahme von 0,208 nmol
.mg-1 Protein.10s-1 an, 
die unter den gleichen Bedingungen gemessen wurde wie die Kinetik der Na+-
abhängigen Pi-Aufnahme. Da diese initiale Pi-Aufnahme in die Vesikel, die von ihm 
angegebene maximale Transportkapazität des Pi-Transportsystems deutlich 
überschreitet, läßt sich vermuten, daß es bei seiner Angabe der Vmax zu einem 
Einheitenfehler kam. Falls diese Vermutung nicht richtig ist und die von SHIRAZI-
BEECHEY et al. (1996) veröffentlichen Vmax-Werte den tatsächlich gemessenen 
entsprechen, kann die erhebliche Differenz zu den Vmax-Werten der vorliegenden Arbeit 
nur mit unterschiedlichen Bedingungen bei den Transportuntersuchungen, wie bereits 
diskutiert, erklärt werden. 
 
Bei den Ziegen waren die Vmax-Werte unabhängig von der Höhe der Ca-Versorgung 
und damit auch vom Plasmacalcitriolspiegel. Im Gegensatz dazu konnten BRANDIS et 
al. (1987) bei calcitriol-defizienten und hypocalcämischen Ferkeln im Vergleich mit 
normalen Ferkeln eine um die Hälfte erniedrigte Vmax der P i-Aufnahme messen. Dieser 
verminderte VmaxWert wurde auf den krankheitsbedingten Hyperparathyreoidismus 
zurückgeführt. Bei Ratten wurde mit Hilfe von spezifischen Antikörpern gegen den 
renalen Na+/Pi-Cotransporter Typ II in immunohistochemischen Untersuchungen eine 
Internalisierung unter PTH-Einfluß nachgewiesen (KEMPSON 1995, KEMPSON et al. 
1996). 
In der vorliegenden Arbeit wurden die PTH-Konzentrationen im Plasma der Ca-
depletierten Ziegen nicht untersucht, da schon in vorhergehenden Untersuchungen mit 
ähnlichen Fütterungsbedingungen eindeutig gezeigt wurde, daß es unter Ca-Mangel zu 
einem Anstieg der PTH-Konzentration im Plasma dieser Ziegen kommt (KÄPPNER 
1993, RÜBELT 1995). Dies deutet auf eine PTH-unabhängige Regulation der renalen 
P-Ausscheidung bei Wiederkäuern hin. Diese Vermutung wird von Untersuchungen von 
ALEXANDER und NIXON (1969) und CLARK et al. (1975) gestützt. Trotz PTH-Infusion 




Daß es trotz der geringen renalen Pi-Ausscheidung unter Ca-Mangel zu keiner 
Hyperphosphatämie kam, könnte auf die hohe endogene Pi-Sekretion mit dem 
Speichel zurückzuführen sein. Untersuchungen von CLARK et al. (1973), TOWNS et al. 
(1978), SCOTT und BEASTALL (1978), CHALLA und BRAITHWAITE (1988c) und 
WIDIYONO et al.(1998) zeigen, daß eine positive lineare Beziehung zwischen der Pi-
Konzentration im Plasma und der Pi-Konzentration im Speichel von Wiederkäuern 
besteht. Erst ab einer Plasma-Pi-Konzentration von 3-5 mmol
.l-1 steigt die Speichel-Pi-
Konzentration nur noch wenig an und stellt sich trotz weiterer Konzentrationserhöhungen 
im Plasma auf einen Maximalwert ein. 
 
Im Spezies-Vergleich weisen Schaf und Schwein im Vergleich zur Ziege eine um 30-50 
% niedrigere maximale Transportkapazität auf. Diese unterschiedlichen 
Transportkapazitäten unter adäquater P-Versorgung spiegeln sich auch in den in Tab.1 
aufgeführten renalen Ausscheidungsraten von P i über die Niere wider. 
Auch für die Km-Werte lassen sich Speziesunterschiede beobachten. So liegt bei 
beiden Wiederkäuerspezies die Pi-Affinität des Transportsystems um 2,5-5-fach 
niedriger als die beim Schwein gemessene. Allerdings dürften diese Affinitäts-
Unterschiede keine Rolle für die Gesamtkapazität des Transportsystems spielen. 
Aufgrund der freien Filtrierbarkeit von P i-Anionen muß die P i-Konzentration im Ultrafiltrat 
in der selben Größenordnung liegen wie im Blut, also » 2 mmol.l-1 und damit weit 
oberhalb der halbmaximalen Sättigung der P i-Transportsysteme aller drei Spezies. 
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Tab.8 Kinetische Parameter der Na+-abhängigen Pi-Aufnahme in BSMV in 






























0,036 ± 0,007 
P-Depletion: 
0,017 ± 0,003 
 




































































0,2 ± 0,03 
P-Depletion: 


















































1,31 ± 0,66 
P-Depletion: 
4,99 ± 1,68 
 
Kontrolle: 
0,86 ± 0,21 
P-Depletion: 
0,88 ± 0,1 
 
STORELLI 









et al. (1983) 
 
* Vmax-Werte auf 10 s umgerechnet; 
a Pi-Konz. 0-1,0 mmol
.l-1; b Pi-Konz. 0-2,0 mmol
.l-1; c Pi-Konz. 0-3,0 
mmol.l-1; d Pi-Konz. 0-1,0 mmol
.l-1; 1 39°C; + pH 8,5 
 
 
5.3.2 Einfluß von Na+ 
 
Da ein Cotransportsystem (wie der Na+/Pi-Cotransporter Typ II) prinzipiell über 
Veränderungen der Transportkinetiken beider Substrate reguliert werden kann, wurde 
die Na+-Sensitivität des Systems ebenfalls näher untersucht. Dazu wurde bei konstanter 
Pi-Konzentration die Pi-Aufnahme als Funktion der Na
+-Konzentration gemessen. Aus 
dieser Beziehung ergibt sich die Na+-Konzentration, bei der die Pi-Aufnahme 





Der aus der Kinetik der Na+-Bindungsstelle errechnete apparente Vmax -Wert lag bei 
den P-depletierten Ziegen um ca. 50 % über dem für Kontroll- und Ca-depletierten 
Ziegen. Aufgrund der hohen Streuung konnte dieser Unterschied statistisch aber nicht 
abgesichert werden. Die Zunahme der Vmax,app von 1,37 ± 0,57 nmol.mg-1 Protein.10s-1 
auf 2,89 ± 2,21 nmol.mg-1Protein.10s-1 bei alimentärem P-Mangel liegt in ähnlicher 
Größenordnung wie die von CAVERZASIO et al. (1987) bei Ratten beschriebenen 
Werte (Vmax,app Kontrolle: 1,794 ± 0,198 nmol.mg-1Protein.10s-1, Vmax,app P-Depletion: 
2,964 ± 0,362 nmol.mg-1Protein.10s-1). Die Zunahme der Na+-Transportkapazität bei P-
Depletion entspricht damit dem Verhalten der Vmax-Werte der Pi-Transportraten. Dies 
unterstützt die schon vorher diskutierte Vermutung, daß die gesteigerte 




Die Ca-Depletion übte bei den Ziegen, wie schon auf die Pi-Transportkapazität (Vmax) 
des Na+/Pi-Cotransporters, keinen nennenswerten Effekt auf die Na
+-Transportkapazität 
(Vmax, app) aus. Dieser Befund kann als ein weiterer Hinweis dafür gewertet werden, daß 
der renale Pi-Transport beim Wiederkäuer PTH-unabhängig reguliert wird. Im 
Gegensatz dazu konnten BRANDIS et al. (1987) bei rachitischen Ferkeln, 
wahrscheinlich als Folge des erhöhten PTH-Spiegels, eine Abnahme der Vmax,app auf 
0,27 nmol.mg-1Protein.10s-1 gegenüber den Kontrollferkeln mit 0,74 nmol.mg-
1Protein.10s-1 verzeichnen.  
 
Die Na+-Sensitivität des renalen Pi-Transporters von Schaf und Ziege wurde weder 
durch Ca- noch durch Pi-Mangel beeinflußt. 
 
Bei Schafen hatte die P-Depletion keinen Einfluß auf die Vmax,app- und K[0,5], app-Werte. 
Dies steht in Übereinstimmung mit den Vmax- und Km-Werten der Kinetik der Na
+-
abhängigen Pi-Aufnahme. Die möglichen Gründe für das Fehlen eines 
Fütterungseinflusses wurden bereits diskutiert. 
 
Vergleicht man die Na+-Transportkapazität des renalen Na+/Pi-Cotransporters der 
einzelnen Spezies miteinander, so zeigt sich, daß die Vmax, app-Werte der Ziegen si-
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gnifikant höher liegen als die von Schafen und Schweinen. Dies spiegelt die schon unter 
adäquater P-Versorgung hohe renale Pi-Resorption und die damit verbundene geringe 
Pi-Exkretion von Wiederkäuern im Vergleich zu monogastrischen Tieren (siehe Tab.1) 
wider. 
 
Die hohe renale Pi-Resorption bei Wiederkäuern macht auch bei eher teleologischer 
Betrachtung Sinn. Der Verdauungstrakt von Wiederkäuern reflektiert eine Adaptation an 
die phylogenetische Ausbreitung von Gräsern und den damit verbundenen 
Evolutionsdruck, dieses Pflanzenmaterial zu verdauen. Zur Aufrechterhaltung eines 
effizienten mikrobiellen Stoffwechsels im Pansen mußte eine ausreichende Versorgung 
der Mikroorganismen mit Phosphor gewährleistet sein. Da das aufgenommene 
Pflanzenmaterial arm an Phosphor ist, mußten die renalen Pi-Verluste möglichst gering 
gehalten werden, um in der Lage zu sein entsprechende Mengen an Pi mit dem 
Speichel in den Pansen zu sezernieren. 
 
Die Affinität des Na/Pi-Cotransportsystems für Na+-Ionen war bei beiden 
Wiederkäuerspezies geringer als beim Schwein. Der Unterschied war jedoch nur 
zwischen Ziege (96 mmol.l-1) und Schwein (61 mmol.l-1) signifikant. Die Na+-
Konzentration im proximalen Tubulus beträgt ca. 140 mmol.l-1. Das könnte bedeutet, 
daß sowohl bei der Ziege als auch beim Schwein unter physiologischen Bedingungen 
die Na+-Bindung schon maximal wäre. 
Die in der vorliegenden Untersuchung für Schwein ermittelte K[0,5], app liegt deutlich unter 
dem von BRANDIS et al. (1987) für Ferkel angegebenen Wert (112,6 mmol.l-1), 
entspricht aber dem von HOFFMANN et al. (1976) für Ratten beschriebenen K[0,5], app-
Wert von 60 mmol.l-1. CAVERZASIO et al. (1987) fanden dagegen bei Ratten einen 
K[0,5], app-Wert von 149,1 mmol
.l-1. Diese Unterschiede zwischen den von verschiedenen 
Arbeitsgruppen beschriebenen K[0,5], app-Werten können mit den unterschiedlichen 
Präparationsbedingungen, wie bereits diskutiert, erkärt werden. 
 
Der Kurvenverlauf der Pi-Aufnahme als Funktion der Na
+-Konzentration (Abb.12) deutet 




hin. Dieses kann dadurch erklärt werden, daß mehr als ein Na+-Ion an dem Transport 
eines P i-Anions beteiligt ist. 
In der vorliegenden Studie konnte bei allen Tieren unabhängig von der Spezies und der 
Fütterung diese sigmoidale Beziehung beobachtet werden. Im Gegensatz dazu 
berichteten CHENG et al. (1983) eine Abhängigkeit dieser Beziehung von der P-
Versorgung. Bei P-depletierten Kaninchen beobachteten sie einen sigmoidalen Verlauf 
der Na+-Kinetik und bei hoher P-Versorgung einen hyperbolischen Kurvenverlauf, was 
auf eine Modulation des Transporters selbst durch die P-Versorgung hindeuten würde. 
Dieser Fütterungseinfluß auf den Verlauf der Pi-Aufnahme als Funktion der Na
+-
Konzentration wurde allerdings von keiner anderen Arbeitsgruppe beschrieben. 
 
Durch Umformung der Na+-Kinetik nach Hill läßt sich ein sogenannter Hill-Koeffizient 
(napp) berechnen, der als Maß für die am Transport beteiligten Bindungstellen gilt. Die 
Ergebnisse der Hill-Plots (Tab.7) sprechen dafür, daß bei einem pH von 7,4 (innen und 
außen) mehr als zwei Na+-Ionen mit jeweils einem Pi in die BSMV aufgenommen 
werden. Dieses spricht für einen elektrogenen Transport unter In-vivo-Bedingungen, der 
durch die negative Ladung des Zellinneren unterstützt würde. Zu ähnlichen Annahmen 
kamen MURER und BIBER (1997) in Untersuchungen am in Oozyten von X. Laevis 
exprimierten Na+/Pi-Cotransporter Typ II. 
 
 
5.4 Strukturelle Charakterisierung der Na+/Pi-Cotransporter von Ziege, Schaf 
 und Schwein 
 
 
Die funktionellen Daten, der untersuchten Pi-Transportsysteme in der renalen BSM von 
Ziege, Schaf und Schwein zeigen einen Na+/Pi-Cotransport. Allerdings lassen diese 
Daten keinerlei Rückschluß auf strukturelle Homologien zu. Die in der RT-PCR mit für 
den Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen Primern amplifizierten Fragmente lieferten 
die ersten Hinweise auf eine strukturelle Verwandschaft der Pi-Transportsysteme von 
Ziege, Schaf und Schwein mit dem Na+/Pi-Cotransporter Typ 
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II der Ratte. Die anschließende Sequenzierung dieser PCR-Fragmente ergab für die 
Aminosäuresequenz Homologien von 89%-98%. 
Trotz einer Homologie von 89% zwischen Schaf bzw. Ziege und Ratte gibt es deutliche 
funktionelle Unterschiede, die sich in einer unterschiedlichen maximalen 
Transportkapazität und Affinität des Transportproteins zeigen. Auch die hormonelle 
Regulation des renalen Pi-Transportes weist deutliche Unterschiede zwischen 
Wiederkäuern und monogastrischen Tieren auf. Wärend bei Ratten gezeigt werden 
konnte, daß PTH zu einer endozytotischen Internalisierung und somit zu einer 
verminderten Präsenz von Na+/Pi-Cotransportern in der apikalen Membran der 
Tubulusepithelzelle führt (LEVI et al. 1996), scheint PTH beim Wiederkäuer nicht an der 
Regulation der Pi-Ausscheidung beteiligt zu sein (ALEXANDER und NIXON 1969, 
CLARK et al. 1975). 
Die größte Anhäufung von Aminosäurenaustauschern befindet sich im Bereich eines 
postulierten cytosolischen Loops zwischen M3 und M4. Möglicherweise sind diese 
Unterschiede in der Aminosäurensequenz für die beobachteten Affinitätsunterschiede 
des Transporters bei den einzelnen Spezies verantwortlich. Diese Hypothese könnte 
allerdings nur durch gezielte Mutagenese der cDNA, Expression des mutierten 
Transporterproteins in einem geeigneten Expressionssystem und anschließenden 
Funktionsuntersuchungen verifiziert werden. 
Die mutmaßliche Phosphorylierungsstelle für Proteinkinase C und die potentiellen N-
Glycosylierungsstellen des Na+/Pi-Cotransporter Typ II der Ratte sind auch in der 
Aminosäurensequenz von Ziege, Schaf und Schwein zu finden, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt liefert keinen Hinweis auf eine mögliche Ursache für die teilweise 
unterschiedliche hormonelle Regulation des Pi-Transportes bei Wiederkäuern und 
monogastrischen Tieren. 
Um Hinweise zur Erklärung für die funktionellen und regulatorischen Unterschiede 
zwischen Wiederkäuern und monogastrischen Tieren zu erhalten, muß sicherlich die 
molekulare Struktur des gesamten Transportproteins identifiziert werden. Mit einem 
klonierten renalen Na+/Pi-Cotransporter von Ziege und Schaf könnten dann quantitative 
Untersuchungen zur Genexpression bei Ratte bzw. Schaf und Ziege durchgeführt 
werden. Durch gerichtete Mutagenese und Chimärenbildung könnten die strukturellen 
Unterschiede auf ihre Funktion hin untersucht werden. Schließlich 
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sollte nicht unerwähnt bleiben, daß Untersuchungen zur Modulation des renalen Pi-






Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die kinetischen Parameter des renalen Pi-
Transportsystems bei Ziegen und Schafen und ein möglicher Einfluß der P- und Ca-
Homöostase auf die Transporteigenschaften untersucht. Für die 
Transportuntersuchungen wurden Bürstensaummembranvesikel (BSMV) verwendet, die 
mittels Mg+-EGTA-Präzipitation und anschließender Differentialzentrifugation aus 
NierenCortices von 3-4 Monate alten Ziegen- und Schaflämmern isoliert wurden. Die 
Bestimmung der Pi-Aufnahme in die BSMV erfolgte mittels Schnellfiltration und 
32P als 
Tracer. Um methodisch vergleichbare Daten für eine monogastrische Spezies zu 
erhalten, wurden Kontrollversuche an Schweinen durchgeführt. 
Mit Hilfe von RT-PCR und DNA-Sequenzierung wurde geprüft, ob es sich bei dem 
renalen, Na+-abhängigen Phosphattransportsystem von Ziege, Schaf und Schwein um 
den in der Rattenniere nachgewiesenen Na+/Pi-Cotransporter Typ II handelt. 
 
Die Untersuchungen führten zu folgenden Ergebnissen: 
 
1. Die maximale Pi-Aufnahmeraten (Vmax) des renalen Na
+-abhängigen Pi-
Transportsystems von Ziegen war unabhängig von der Ca-Versorgung (Kontrolle : 1,98 
± 1,21 nmol.mg-1 Protein.10 s-1; Ca-Depl.: 1,93 ± 0.99 nmol.mg-1 Protein.10 s-1), stieg 
aber in Folge der P-Depletion um ca. 50 % an (P-Depl.: 2,99 ± 2,2 nmol.mg-1 Protein.10 
s-1). Allerdings war dieser Effekt aufgrund der hohen interindividuellen Streuung in der P-
depletierten Gruppe nicht signifikant. 
Die Pi-Affinitäten (Km) des Pi-Transportsystems wurden durch keine der 
Fütterungsvarianten signifikant beeinflußt (Kontrolle: 0,34 ±0,14 mmol.l-1; P-Depl.: 0,35 
± 0,07 mmol.l-1; Ca-Depl.: 0,28 ± 0,17 mmol.l-1). 
 
2. Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vmax-Werte (Kontrolle: 1,39 ± 
0,56 nmol.mg-1 Protein.10 s-1; P-Depl.: 1,03 ± 0,6 nmol.mg-1 Protein.10s-1) noch auf die 




3. Die Vmax-Werte der Ziegen lagen um 30-50 % höher als die für Schaf und 
Schwein ermittelten. Bei beiden Wiederkäuerspezies war die Km um das 2,5-5-fache 
geringer als beim Schwein (p<0,01). 
 
4. Bei alimentärem P-Mangel stieg die Na+-Transportkapazität (Vmax,app) des 
renalen Na+-abhängigen Pi-Transportsystems der Ziegen um ca. 50 % an (Kontrolle 
1,37 ± 0,57 nmol.mg-1 Protein.10 s-1; P-Depl.: 2,89 ± 2,21 nmol.mg-1 Protein.10 s-1), 
dieser Effekt war allerdings aufgrund der hohen Streuung innerhalb dieser Gruppe nicht 
signifikant. Die Ca-Versorgung übte keinen Einfluß auf die Vmax,app-Werte aus (Ca-
Depl.: 1,3 ± 0,96 nmol.mg-1 Protein.10 s-1). Die Affinität des Pi-Transportsystems für 
Na+-Ionen (K[0,5]Na) wurde durch keine der Fütterungsvarianten signifikant beeinflußt 
(Kontrolle: 95,9 ± 16,3 mmol.l-1; P-Depl.: 128,1 ± 43,1 mmol.l-1; Ca-Depl.: 114,6 ± 35,4 
mmol.l-1). 
 
5. Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vmax,app-Werte (Kontrolle: 0,43 
± 0,1 nmol.mg-1 Protein.10 s-1; P-Depl.: 0,57 ± 0,16 nmol.mg-1 Protein.10 s-1) noch auf 
die K[0,5]Na-Werte (Kontrolle: 81,0 ± 10,0 mmol.l-1; P-Depl.: 93,8 ± 14,5 mmol.l-1) einen 
signifikanten Einfluß. 
 
6. Die bei Ziegen ermittelte Vmax,app (1,37 ± 0,57 nmol.mg-1 Protein.10s-1) lag 
signifikant höher (p<0,05) als bei Schafen (0,43 ± 0,1 nmol.mg-1 Protein.10s-1) und 
Schweinen (0,58 ± 0,09 nmol.mg-1 Protein.10s-1). Die  K[0,5]Na-Werte waren bei beiden 
Wiederkäuerspezies geringer, unterschieden sich jedoch nur zwischen Ziege (95,9 ± 
16,3 mmol.l-1) und Schwein (61,0 ± 1,06 mmol.l-1) signifikant (p<0,05). 
 
7. Für alle Spezies konnte ein Hill-Koeffizient >2 berechnet werden. Dies deutet auf 
einen elektrogenen, Na+-abhängigen Pi-Transport hin. Im Speziesvergleich lag der für 
die Schafe berechnete Hill-Koeffizient (2,35 ± 0,1) signifikant niedriger (p<0,01) als der 
von Ziegen (3,01 ± 0,33) und Schweinen (3,32 ± 0,19). Ein signifikanter Einfluß der 




8. Mit RT-PCR konnten mit für den Na+/Pi-Cotransporter Typ II spezifischen 
Primern sowohl in der Schweine- als auch in der Ziegen- und Schafniere entsprechende 
Fragmente von ca. 768 Basenpaaren amplifiziert werden. 
 
9. Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen des klonierten PCR-Fragmentes ergab 
folgende Homologien: Ziege/Ratte 90%, Schaf/Ratte 89%, Schwein/Ratte 89%, 
Ziege/Schaf 98%, Ziege/Schwein 94% und Schaf/Schwein 92 %. 
 
Diese Ergebnisse zeigen eine strukturelle Verwandschaft der Pi-Transportsysteme von 
Ziege, Schaf und Schwein mit dem Na+/Pi-Cotransporter Typ II der Ratte, aber auch 
deutliche funktionelle Unterschiede des renalen Pi-Transportsystems von Wiederkäuern 
im Vergleich zu monogastrischen Tieren. In weiteren Untersuchungen sollte die 
molekulare Struktur des gesamten Transportproteins identifiziert werden, um durch 
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